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OZET

Yiksek Lisans Tezi

DEMIR YfJKLEMESi DURUMUNDA TiYOREDOKSIN SISTEMIN FARE
KARACIGER VE BOBREK DOKUSUNDA GEN VE PROTEIN SEVIiYESINDE
CALISILMASI

Feyza SONMEZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Genetik Bilim Dali

Danisman Dog. Dr. Harun BUDAK

Demir, bir¢cok canli i¢in yasamsal dneme sahip, yer kabugunda ozellikle g¢ekirdekte
yogun olarak bulunan ve biyolojik 6nemi eski ¢aglardan beri bilinen bir elementtir.
Demirin elektron alip verme 6zelligi nedeniyle oksijen tasinmasinda, enerji yapimindaki
birgok enzimin katalizlenmesinde, niikleik asit ve protein sentezinde Onemli
fonksiyonlar1 vardir. Demir metabolizmasindaki diizensizlikler alzheimer, parkinson,
herediter hemakromatosis, beta-talasemi, demir eksikligi anemisi, kronik bobrek
rahatsizliklarina ve serbest halde bulunan toksik demirin hiicrede birikmesiyle oksidatif
stres ile hiicresel diizeyde hasara neden olabilmektedir. Oksidatif stres durumunda
devreye giren antioksidan savunma sisteminin bir pargasi olan Tiyoredoksin sistem,
onemli bir redoks diizenleyicisidir. Tiyoredoksin sistemde tiyoredoksin (TRX),
tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) ve tiyoredoksin iligkili protein (TXNIP), oksidatif stres,
viral enfeksiyonlar ve UV radyasyon gibi durumlarda uyarilmaktadir. Bu tez
caligmasinda, kontrol ve demir yiiklemesi yapilmis farelerin karaciger ve bdbrek
dokularinda tiyoredoksin sistemin gen ve protein seviyesinde nasil etkilendigi
aragtirtlmistir. Demir yiiklemesi sonrasi karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif stres
markirlar1 olan glutatyon sistemindeki bazi1 metabolitlerin (GSH, GSSG, GSH/GSSG)
seviyeleri spektroskopik olarak incelendi ve oksidatif stresin olusup olusmadigi
gosterildi. Kontrol ve muamele gruplarindaki farelerin karaciger ve bobrek dokularinda
demir homeostazisi diizenlenmesinden sorumlu bazi genlerin ve Trx, TrxR ve Txnip’in
kantitatif gen ekspresyonuna Real Time PCR ile bakildi. TRX, TRXR, TXNIP’in
kantitatif protein ekspresyonlart western blot yontemiyle incelendi. Ayrica glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve TRXR’nin spesifik enzim aktivitesine
spektroskopik olarak bakildi. Sonug olarak, demir yiiklemesi ile olusan oksidatif strese
kars1 antioksidan savunma sisteminin devreye girdigi, tiyoredoksin sistemdeki kantitatif
degisimler ile belirlendi.

2018, 108 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tiyoredoksin Sistem, Demir Homeostazisi, Karaciger, Bobrek,
Ekspresyon, Spesifik Enzim Aktivitesi



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE THYOREDOXINE SYSTEM TO THE GENE AND
PROTEIN LEVEL OF MOUSE LIVER AND KIDNEY TISSUES IN IRON
LOADING

Feyza SONMEZ

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetic
Department of Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Harun BUDAK

Iron is an element that has vital importance for many organisms and is found in the
earth's crust, especially in the nucleus, which has been known since ancient times. Due
to its electron transfer capability, it has important functions in oxygen transport,
catalysis of many enzymes in energy production, nucleic acid and protein synthesis.
Irregularities in iron metabolism Alzheimer's, Parkinson's, Hereditary hemachromatosis,
Beta-thalassemia, Iron deficiency anemia, Chronic kidney disorders, and accumulation
of free toxic iron in the cell can cause damage at the cellular level by oxidative stress.
The thioredoxin system, which is part of the antioxidant defense system that is
introduced in the event of oxidative stress, is an important redox regulator. In the
thioredoxin system, thioredoxin (TRX), thioredoxin reductase (TRXR) and thioredoxin
related protein (TXNIP) are stimulated in situations such as oxidative stress, viral
infections and UV radiation. In this thesis study, how the thioredoxin system affects
gene and protein levels in control and iron-implanted mouse liver and kidney tissue has
been investigated. Some metabolites (GSH, GSSG, GSH / GSSG) levels in the
glutathione system, oxidative stress markers in liver and Kkidney tissues after iron
uptake, were examined spectroscopically and it was shown whether oxidative stress
occurred or not. Quantitative gene expression of some genes and Trx, TrxR and Txnip
responsible for the regulation of iron homeostasis in the liver and kidney tissues of
control and treatment groups were examined by Real Time PCR. Quantitative protein
expressions of TRX, TRXR, TXNIP were examined by western blot method. In
addition, specific enzyme activities of glutathione peroxidase (GPx), glutathione
reductase (GR) and TRXR were spectroscopically examinedAs a result, the antioxidant
defense system against the oxidative stress caused by iron loading was determined by
the quantitative changes in the thioredoxin system.

2018, 108 pages

Keywords: Thioredoxin System, Iron Homeostasis, Liver, Kidney, Expression, Specific
Enzyme Activities
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1. GIRIS

1.1. Demir Fizyolojisi ve Biyokimyasi

Demir parlak, yumusak, giimiis-gri renginde, bir d-grubu metalidir. Dogada demirin
dort farkli kristalin formda (bivalent demir (II), demirli bilesikler, trivalent demir (III)
ve ferrik bilesikler) oldugu bilinmektedir. Rutubetli havada paslanan, derisik asitle
muamele edildiginde kolayca eriyen demir kimyasal olarak aktiftir. Diinyaya bir meteor
yagmuruyla geldigi ve diinyanin c¢ekirdeginde biiyilkk oranda demir-nikel alasimi
bulundugu tahmin edilmektedir. Yerkabugunda yaklasik %34,6 oraninda varolusuyla

evrende en bol bulunan, dordiincii element ve onuncu 6gedir (Anonymous 2017).

Demir canli organizmalarda oksijen transportu, enerji metabolizmasi, DNA sentezi gibi
hayati 6neme sahip olan biyokimyasal aktivitelerde kofaktor olarak kullanilmaktadir.
Demirin redoks potansiyeli ve esnek kimyasal koordinasyon o&zelligi katalitik
reaksiyonlarda aracilifina, elektron transfer etmesine, oksijen baglamasina ve
proteinlerle kolay iliski kurmasina izin vermektedir (Wang and Pantopoulos 2011).
Demirin bir diger Onemi ise biyolojik ligantlar1 baglama 06zelliginden dolay:
multioksidan durumlarda goérev almasi, oksidatif, redoks ve elektron doniisiimii
durumlarinda ihtiyaca gore potansiyelinin diizenlenebilmesidir. Hem grubu igeren
organik demir, oksijen baglama, hemoglobin, oksijen metabolizmasi, hiicresel
yenilenme ve diizenleme, elektron transport sistemi gibi gesitli biyolojik siireglerde
gorevli olan hemoproteinlerin yapisinda bulunmaktadir. Hem grubu igermeyen
inorganik demir, organizmadaki demir depolarinin kontroliinii ve transportunu saglayan

proteinlerin yapisinda bulunmaktadir (Pantopoulos et al. 2012).

Demir metabolizmasinin fizyolojisi ve fizyopatolojisi ile ilgili gerceklestirilen kapsamli
aragtirmalarda son yillarda biiyiilk bir ilerleme olmustur. Demir metabolizmasi
memelilerde ¢ok hassas bir denge i¢indedir. Ancak hiicre igerisinde biriken serbest

demir toksik oldugu i¢in memelilerde demirin emiliminin, transportunun, kullaniminin



ve atiliminin diizenlenme mekanizmasi oldukga gelismistir. Demirin, gen ve protein-
protein iligkisinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in Ironomics biliminin ilerleyen zamanlarda

daha da gelisecegi diistiniilmektedir (Waldvogel-Abramowski et al. 2014).

1.2. Sistemik Demir Metabolizmasi

1.2.1. Demirin viicutta dagilim

Demir igerikli yiyecekler viicudun ihtiyaci olan metal i¢in yeterli bir kaynaktir. Viicutta
olusan kan, mukozal hiicre, epitel hiicre kayiplart ve mensturasyon donemleri ile
meydana gelen demir kaybini telafi etmek igin ideal bir diyette giinliik 1-2 mg demir
emilimi olmaktadir. Yetiskinlerde cinsiyete, beslenme aligkanliklarina ve saglik
kosullarima gore degismekle beraber 3 ile 5 gr arasinda depo demir bulunmaktadir.
Demirin emilimini, transportunu, depo edilmesini ve immiin sistemde roliiniin
diizenlemesini gergeklestiren kemik iligi hiicreleri, eritrositler ve makrofajlar total

demirin yaklasik %70’ini kullanmaktadirlar (Daher et al. 2017).

Diyetle alinan demirin, ince bagirsak liimeninde bulunan emilim hiicreleri tarafindan
absorbe edildikten sonra ¢ogu eritrosit hiicreleri tarafindan hemoglobin iiretimi veya
miyoglobinlerde kullanilmaktadir. Emilen demirin dalak, karaciger ve kemik iligine
yolculugu devam etmektedir (yaklasik 600 mg). Eritrositlerde yaklasik 2 gr, kaslarda ise
300 mg demir bulunmaktadir. Yaklasik olarak 1000 mg kadar fazla demir ihtiyag
duyuldugunda kullanilmak iizere karacier parankima hiicrelerinde bulunan ferritinde
depo edilmektedir (Pantopoulos et al. 2012). Hiicrede bulunan 1 ferritin molekiilii 4500
demir atomunu depo edebilmektedir (Brissot et al. 2012). Ayrica kandaki demir miktari
ferritin molekiilii ile Olglilmektedir. Ferritin molekiiliiniin ana kontrolii makrofajlar
tarafindan yapilmaktadir. Inflamasyon, cesitli enfeksiyonlar ve karaciger hastaliklart
gibi kosullardan etkilenmesine ragmen ferritin viicuttaki demir miktariyla yakindan
iligkilidir (Wood 2014). Demirin bir diger kullanim sekli ise (yaklasik 8 mg) hiicrelerde
bulunan demir igerikli proteinlere ve enzimlere baglanmasidir. Yaklasik 3 mg demirin

dokulara ve eritroblastlara dagilimi transferrin sirkiilasyonu ile gerceklestirilmektedir



(Sekil 1.1). Bir giinde 10 veya daha fazla transferrin-demir (Tf-Fe) kompleksi olusup
ayrildigi ve bu olay sayesinde viicuttaki demir havuzlarinin dinamik tutuldugu

diistiniilmektedir (Pantopoulos et al. 2012).

Eritrositler
(1800 mg)

4*(‘7
Kullamilan

Makrofajlar @
(600 mg) PLAZMA Kemik iligi
(300 mg)
K“,"
Diyetle alman demir Emi R T
milen Kayip
Plazma : -
» — = Traasferrin ” - Epitel hiicreler
& ii e nnt 12 ii (3 mg s
S i A : 1-2 mg/gfin + Mensturasyon
Ince Bagirsak
-
| *Diger kan kayiplan
k a s
N 4
4 ' Kullanlan
Depo Demir Ry ’ \‘
¢ 4 Miyoglobin
y (300 mg)
Karaciger \
(300 mg-1000 mg) Kalp Pankreas

Sekil 1.1. Viicutta demirin emilimi, kullanimi ve depo sekli (Grotto 2010)

Diyetle viicuda alinin demirin bir kism1 organik heme demiri (Fe?*) ve bir kismi ise
inorganik non-heme demiridir (Fe**). Demirin emilmesi ve kana verilip dokulara
dagitilmas: siirecinde 4 adet anahtar hiicre gorev almaktadir. Bu hiicreler bagirsak
limeninde bulunan hiicreler (enterosit), eritroblastlar, makrofajlar ve karaciger

hiicreleridir (hepatosit).

Enterositler, demirin absorbe edildigi ve kan transfiizyonu ile alinan demir ya da
parental demir enjeksiyonu ya da infiizyonu ile alinan demir haricinde viicuttaki total

viucut demirini diizenlemektedir.

Eritroblastlar, demiri ¢ekirdeksiz bir yapida olduklar1 i¢in daha rahat

kullanabilmektedir.



Makrofajlar, yaslanan eritroblast ve benzeri kan hiicrelerinin pargalanmasini ve ayni
zamanda bu parcalanma sonucu agiga ¢ikan demirin transferrin yoluyla kemik iligine

salinmasini saglamaktadir.

Karaciger ise bagirsaktan demir absorbsiyonunun diizenlenmesinde, dalaktan demir
salinimmin  diizenlenmesinde, karaciger hiicrelerinin demir igeriginin kontrol
edilmesinde ve transferrin doygunlugunun gézlemlenmesinde kilit rol oynamaktadir.
Ayn1 zamanda hepsidin, karacigerde eksprese olan bir hormondur ve bagirsak
hiicrelerinin demiri absorbe etmesini ve dalak hiicrelerinden demirin salinmasini

diizenler (Winter et al. 2014).

Bagirsakda demir transportu 3 farkli yolak tizerinden gerceklestirilir (Sekil 1.2).

Bagirsak Bagirsak Hiicresi Plazma
Liimeni (Enterosit)

askorbat

GSSG
askorbat GSH

radikali
askorbat = 4———
Fe? askorbat

askorbat radikali

Fe* Fe*

Transferrin

Ferritin

biliverdin

Sekil 1.2. Demirin enterositlerde absorbe edilip kana verilmesi (Anonymous 2018)



1.2.1.a. Inorganik demirin (Fe3*) apikal membran boyunca absorbsiyonu

Inorganik non-heme demir (Fe®*) bagirsak liimeninden apikal membran boyunca
divalent metal transportir (DMT1) ayn1 zamanda divalent katyon transportir (DCT1) ve
dogal dirence bagli makrofaj protein 2 (Nramp2) olarak bilinen bir transmembran
protein araciligiyla demir iceri almaktadir. Prokoryot ve Okaryotlarda bir hayli
korunmus olan bu protein 12 transmembran domain bulundurmaktadir. DMT1 diyetle
alinan ferroz (Fe?*) demiri ve diger bircok divalent metali bagirsak limeninden bagirsak
hiicreleri igerisine almaktadir (Sekil 1.3). DMT1 ekspresyonu epigenetik olarak
diizenlenmesine ragmen bagirsak hiicrelerinde ¢ok miktarda bulunmaktadir (Gunshin et

al. 1997).

)
/ Heme denie \
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e
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Bagirsak liimeni

Sekil 1.3. Diyetle viicuda alinan heme ve non-heme demirinin bagirsak liimeninden
emilimi (Zimmermann and Hurrell 2007)

Diyet demiri ferrik (Fe®*) formda alinmaktadir ancak DMTI1 sadece ferroz (Fe?")

formdaki demiri membrandan igeri alabilmektedir. Membrandan igeri alinacak olan



demirin ferrdz (Fe?*) forma doniistiiriilmesi i¢in membran iizerinde bulunan duadonal
sitokrom B (Dcytb) transmembran proteini kullanilmaktadir. Dcytb tahmini 6 adet
askorbat radikalinin baglanabilecegi domain bulundurmaktadir ve askorbat radikalini
baglayarak bir elektron donorii olarak islev gormektedir. Elde ettigi elektronlar ile
Dcytb ferrik rediiktaz aktivitesi gormektedir ve ferrik (Fe**) halde olan demiri ferroz
(Fe?*) hale déniistiirmektedir. Bu islem sonucunda Dcytb, DMT1 aracilig: ile demirin

hiicre igerisine alinmasina olanak saglamaktadir (Chung and Wessling-Resnick 2003).

1.2.1.b. Organik heme (Fe?*) demirinin absorbsiyonu

Bagirsak liimeninden organik heme demirinin (Fe?*) iceri alinmasi inorganik demirin
(Fe**) absorbe edilmesinden daha farklidir. Organik heme demiri (Fe?*) daha ziyade
bagirsak hiicrelerinden bozulmamis metalloporfirin olarak absorbe edilmektedir (Uzel
and Conrad 1998). Ancak organik heme (Fe?*) demirinin absorbe edilme mekanizmasi
tam olarak aydinlatilmamistir. SLC46A1 ya da heme tasiyici protein 1 (HCP1) olarak
bilinen iki adet solute tasiyici proteinin gorev aldigi diisiiniilmektedir ancak spesifik
protein tam olarak karakterize edilememistir. Bazi Oneriler organik heme demirinin
(Fe?") hiicre igerisine pasif difiizyon ile alindig1 yoniindedir (Light and Olson 1990).
Pasif diflizyon ile direk transportu ya da endositoz aracili bir reseptor ile organik heme
demiri (Fe?*) absorbe edilmektedir. Heme-oksidaz 1 ve 2 (HO-1 ve HO-2) ile
makrofajlarda ve enterositlerde kataliz edilen bir reaksiyon ile par¢alanmaktadir ve

inorganik demir (Fe*") hiicre igerisinde serbest kalmaktadir (Pantopoulos et al. 2012).

1.2.1.c. Ferroportin ve hephaestin ile demir salinimi

DMT1 ve heme transportu ile enterositlere alinan demir hiicre i¢inde ayni demir
havuzunda birikmektedir. Viicudun ihtiyacina gore bu demir havuzlarindan kana ve
kandan dokulara demir transportu saglanmaktadir. Son yapilan arastirmalarda
bazolateral membranda demir transportu icin islev goren bir protein kesfedilmistir.
Zebra baliklarinda yapilan klonlama (Donovan et al. 2000) ile bir transmembran protein

olarak tamimlanan ferroportin-1 (Fpn-1), organizmadaki hiicreler arasi demir



transportunu, demir emilimini ve dokulara iletimini saglayan ana molekiildiir ki bu
sebeple demirin depolanmasi, kullanilmasi ve emilimi Fpn-1 ile ¢ok hassas bir sekilde
diizenlenmektedir (Ward and Kaplan 2012). Ferroportin-1 62,5 kDa, 571 aminoasitten
olusan, 9-12 adet transmembran domaini bulunan bir solute tasiyici protein 40 ailesi
tiyesidir. Bagirsak liimeni hiicrelerinde, dalak makrofajlarinda ve kupffer hiicreleri gibi
fagositlerde ve karacigerde eksprese olmaktadir. Fpn-1’in yapisinin anlasilmasi igin
yapilan arastirmalarda yaklagik 12 domain olan proteinin amino ucunun sitozolik,
karboksil ucunun ise ekstraseliiler oldugu tespit edilmistir. Bir diger arastirma konusu
ise Fpn-1’in monomer mi Yyoksa dimer mi yapida olmasidir ve yapilan genetik
arastirmalar neticesinde Fpn-1’in dominant kalitildigi ve dimerik yapida oldugu
anlagilmistir. Fpn-1 aracili demir transportu hakkinda sinirlt bilgi mevcuttur. Hiicre
disina  demir tasimmi  i¢in  gerekli  ferroksidaz  aktivitesini  ferroportin
gerceklestirmektedir ve substrat olarak ferrdz demiri (Fe?*) kullanilmaktadir. Bu
ferroksidaz aktivitesi, ferroportine yiiksek derecede afinitesi olan seruloplazmin (CP) ya
da hephaestin tarafindan saglanmaktadir. Seruplazmin kandaki demirin hiicre igerisine

girisini kolaylagtirmaktadir (Sekil 1.4) (Ward and Kaplan 2012).

Ferroz forma doniistiiriilen demir (Fe®*) ferroportin ile bazal membrandan kana

salinmaktadir ve yiiksek afiniteyle transferine baglanmaktadir.
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Sekil 1.4. Ferroportin ve hephaestin/seruloplazmin (CP) aracili demir salinimi1 (Denardo
etal.)

Hephaestin bagirsak hiicrelerinde yiiksek seviyede eksprese olan ve membrana bagli bir

oksidazdir.

Hephaestin  oksidaz  aktivitest Sekil 1.5°deki reaksiyonda gosterildigi  gibi
gerceklesmektedir.

4Fe*? + 4H" + O, mmmlliee AFc™ + 2H,0

Sekil 1.5. Hephaestin araciligi ile ferrik demirin (Fe**) ferrdz demire (Fe?*) oksidize
reaksiyonu (Ward and Kaplan 2012)

1.2.2. Plazma demiri

Normal kosullar altinda hiicreden ferroportin aracili salinan demir kanda serbest halde
dolasmaz ve Transferin molekiiliine baglanmaktadir. Transferin (Tf) karaciger

hiicrelerinde eksprese olan 2 demir baglama bolgesi ile tek bir polipeptit zincirinden



olusan glikoproteindir. A ve B olmak iizere iki boliimden olugmaktadir ve bu
bolgelerden her biri 1 adet ferrik (Fe®*") atomu baglamaktadir. 4 cesit transferin
molekiilii oldugu tespit edilmistir. Bunlar Apotransferin, Monoferrik A Tf, Monoferrik
B Tf ve Diferrik Tf dir. Biitiin bu transferin ¢esitlerinin tek bir havuzdaki demiri
bagladig1 diisiinilmektedir (Brissot et al. 2012). Transferin, redoks inert olan 2 demir

molekiiliinii kendine baglamaktadir ve ilgili yerlere tagimaktadir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Plazmada transferine baglanan demirin reseptorii ile hiicre igersine alinmasi
(Wang and Pantopoulos 2011)

Normal sartlarda kanda demirin baglh oldugu transferin orant %20 ile %40 arasindadir.
Transferin ile dokulara tagsinan demir, bir membran proteini olan Transferin reseptor 1’¢
(TFR1) baglanarak hiicre igerisine alimmaktadir (Pantopoulos et al. 2012). Aym
zamanda bir homologu ve daha fazla transkripsiyonel diizenlenmesi olan Transferin

reseptor-2 (TFR2) kesfedilmistir. Bu molekiilii karaciger ve eritrositler dahil diger



10

dokulardaki transferine bagl olan demirin bir sensorii oldugu diisiiniilmektedir (Dev
and Babitt 2017). Transferine bagli olan demir oran1 %35’in iizerine ¢ikinca transferin
doygunlugu meydana gelmektedir ve kanda transferine bagli olmayan serbest demir
(transferine baglanmayan demir (NTBI)) orami artmaktadir. Kanda bulunan serbest
demir karaciger, kalp, pankreas gibi organlarin hiicrelerindeki demir havuzlarinda
birikmektedir (degisken demir havuzlar1 (LIP)) ve asir1 demir organlarda hasara neden
olmaktadir (Wood 2014). Plazma demiri holo-transferine ve hiicre yiizeyindeki TFR1’¢
baglanmaktadir ve klatrin porlari endositoz yoluyla demiri hiicre i¢ine alinmaktadir.
Sitoplazmaya alinan demir bir proton pompasi ile asidik hale getirilen (pH:5,5)
endozoma gelmektedir ve burada Steap3 araciligiyla ferrik formdan (Fe*®) ferrdz forma
(Fe?*) déniistiiriilmektedir ve endozomal membran iizerinde bulunan DMT1 ile tekrar
sitoplazmaya verilmektedir. Sitoplazma demiri metabolik faaliyetlerde kullanilmak
tizere mitoferrin reseptorii ile mitokondride ya da fazla demir ferritinde depo
edilmektedir. Aynmi zamanda apo-transferin ise TFR1 ile kompleks bir sekilde
bulunmaktadir ve plazmaya yayilan ferrik demiri geri yakalayip hiicreye getirmektedir

(Wang and Pantopoulos 2011).

1.2.3. Demir metabolizmasinin diizenlenmesi

Demir, oksijen transportu, biyosentez, detoksifikasyon gibi Onemli siireglerde rol
almasindan dolay1 canlilar i¢in bir iz elementtir. Ancak hiicre icerisine elektron alip
verme 0zelligi demirin baz1 durumlarda toksik olmasina neden olmaktadir. Bu yiizden
viicutta demir homeostazisi karmasik bir biyokimyasal ag ile diizenlenmektedir (Budak

et al. 2014b).

Demirin tasinmasinda, depolanmasinda ve kullanilmasinda gorevli hepsidin (HAMP),
ferritin  (FTH), ferroportin (FPN) gibi ana proteinler koordineli bir sekilde
diizenlenmektedir. Bu proteinlerin tiretimi, hiicre i¢i demir miktar1 esas alinarak
transkripsiyonel, translasyonel ve posttranslasyonel —mekanizmalar iizerinden

yuriitiilmektedir (Hentze et al. 2004; Meyron-Holtz et al. 2004).
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Organizmada meydana gelen demir eksikligi ya da demir fazlaligi hiicreler ve
organeller de g¢esitli hasarlara neden olmaktadir. Diisiik demir konsantrasyonu
eritrositlerin demir alinimu ile giderilmektedir ancak az hemoglobin sentezinden dolayi
anemiye neden olmaktadir. Ayni1 sekilde organizmada meydana gelen demir birikimi ise
doku hasarina, ndrodejeneratif hasara, kardiyovaskiiler hastaliklara neden olmaktadir

(Ganz and Nemeth 2012).

Canlilarda demir homeostazsisi iki farkli yolak iizerinden diizenlenmektedir.

1.2.3.a. Demir diizenleyici protein (IRP) aracih diizenleme

Hiicresel demir metabolizmasi ilk olarak demir diizenleyici proteinler (IRPs) ile
saglanmaktadir ve post-translasyonel olarak diizenlenmektedir. IRP1 ve IRP2 hiicresel
demir depolarindan sorumlu proteinlerdir. Diigiik demir kosullar1 altinda IRP’ler,
ferritin ile ferroportin mRNA’sinda bulunan 3’ ifade edilmeyen bolgelere (UTR) ve
DMT]1 ile TfR mRNA’sinda bulunan UTR’lerde bulunan korunan bdlgeler olan demir
duyarli elementlere (IREs) baglanmaktadir. Gergeklesen IRPs/3’-IREs baglantisi
mRNA stabilizasyonu saglamaktadir ve ekspresyonu artirmaktadir. IRP’ler 5°-IRE’ye
baglanirsa ekspresyon durdurulmaktadir. Hiicresel demir depolarinin ana kontrol
molekiilleri olan DMT1 ve ferroportin ekspresyonu artmasi ile hiicre i¢ine demir alinimi

saglanmaktadir ve hiicre i¢i demir seviyesi artmaktadir (Hofer et al. 2008).

Ayni zamanda organizmada demir birikimi ise sitrat gibi organik anyonlar ve diger
plazma proteinleriyle iliskili olan transferinin demir baglama kapasitesinin artmasina
neden olmaktadir. Bu olaym neticesinde plazmada serbest demir (NTBI) birikimi
meydana gelmektedir. Serbest demir hepatositler ve diger parankimal hiicreler
tarafindan alinmaktadir ve intraseliiler seviyede demir birikimi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu katalizlemekte, doku ve organlara hasar vermektedir. Demir birikimi
kalp ve endokrin dokularinda hizli bir sekilde etki gosterirken, karaciger dokusunda
daha yavas etki gostermektedir (Ganz and Nemeth 2012).
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1.2.3.b. Hepsidin aracih diizenleme

Demirin organizmadaki miktarinin hassas simirlarda tutulmasi i¢in organizmada
hormonal bir diizenleme mevcuttur. Bu diizenleme 19 kromozonda lokalize olmus
hepsidin antimikrobiyal peptit (Hamp) ya da yiiksek demir geni 2 (Hfe2) tarafindan
tiretilen hepsidin hormonu ile saglanmaktadir ve hepsidin hepatositlerde eksprese olan
bir peptittir (Ganz and Nemeth 2012).

Ik olarak 1994 yilinda Finch, sistemik demir metabolizmas: ile ilgili yaptig
calismalarda demir depolarin diizenlenmesinde ¢dziinebilen bir hormon oldugunu ve
bu hormonun demir dengesi agisindan zorunlu bir molekiil oldugunu 6ne stirmiistiir
(Finch 1994). Ancak 2000 li yillara kadar hepsidinin orijinal adi1 karacigerde eksprese
olan antimikrobiyal protein-1 (LEAP-1) olarak ve karacigerde eksprese olan 4 disiilfit
bagi ile 25 adet antimikrobiyal peptit residiizii bulunan bir hormon olarak
tanimlanmaktadir (Schmidt 2015).

Hepsidinin kontrolii demir depolarinin durumu, demir konsantrasyonu ve eritropoietik
aktivite gibi farkli sistemik olaylarla kontrol edilmektediri Bu nedenle hepsidin demir

metabolizmasinin ana diizenleyicisidir (Ganz and Nemeth 2012).

Hepsidin hiicreden plazmaya demir transportunu saglayan ferroportine baglanmaktadir.
Ferroportini degrede etmektedir ve demirin hiicre igerisinde kalmasi saglayan bir negatif
diizenleyicidir (Sekil 1.7) (Schmidt 2015).
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Sekil 1.7. Hepsidin hormonun eksprese oldugu ve baskilandigi durumlar ve etkiledigi
dokular (Ganz and Nemeth 2012)

Makrofajlarin plazma membraninda bulunan ferroportin, hepsidinin ana reseptoriidiir
ancak bagirsak limeninde bulunan hiicrelerdeki ferroportin i¢in bu mekanizma tam
olarak anlagilamamistir. Makrofajlarda bu mekanizma iki proteinin iligkisi ile
gerceklesirken bagirsaklarda hepsidin  seviyesi azalmasma ragmen ferroportinin
ekspresyonunda herhangi bir degisim meydana gelmemektedir. Bunun aksine apikal
membranda bulunan DMT1 degredasyonu veya ubiquitinasyonu hepsidin
ekspresyonunu  hizlandirmaktadir. Hepsidin  sentezi farkli sinyallerle kontrol
edilmektedir ve bu mekanizmalar sadece kismen aydinlatilmistir. Dokularda ve serumda
demir seviyesinin yiikselmesi, inflamasyon gibi durumlar hepsidin ekspresyonunu
artirirken, demir eksikligi, hipoksi, hemoliziz gibi durumlarda hepsidin ekspresyonu
azalmaktadir. Biitin bu faktorler hepsidin kodlayan Hamp geninin ekspresyonunu
diizenleyen farkli molekiiler yolaklardir. Hepsidin hem transferine (Tf) bagli demir, hem

de hiicre i¢i depo halindeki demir seviyesi ile diizenlenmektedir (Daher et al. 2017).
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Sekil 1.8. Organizmadaki hepsidin ve demir metabolizmasinin iliskisi (Pantopoulos et
al. 2012)

Son yapilan calismalarda kemik morfogenetik protein (BMP) sinyal yolagimin
karacigerde hepsidin ekspresyonunun diizenlenmesinde kritik rol aldigi bulunmustur.
BMP yolagi hepsidin ekspresyonun ana diizenleyicisidir. BMP’ler embriyonik ve
dogum sonrast gelisim olmak iizere ¢esitli biyolojik siireglerde farkli tipteki BMP
reseptorlerine baglanarak sinyaller ile kontrolii saglanmaktadir (Babitt et al. 2006; Cakir
2016; Baltaci 2018). BMP sinyalinin reseptoriine baglanmast sonucu bu olay
sitoplazmik  SMAD1/SMADS5/SMADS’in  fosforilasyonunu  uyarmaktadir  ve
fosforilasyondan sonra SMAD4 bu komplekse transloke olmaktadir. Olusan kompleks
niikleusa ge¢mekte, burada bir transkripsyon faktorii olarak davranmakta ve DNA
tizerindeki BMP ilgili promotor bdlgeye baglanmaktadir (Wang et al. 2005). BMP
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sinyalinin olugmasi, demir metabolizmasi i¢in spesifik bir molekiil olan Hemojuvelin

(HJV) ile z1t bir iliski igerisinde diizenlenmektedir.

BMP/HIJV kompleksinin yaninda, hepsidin metabolizmasini diizenleyen bir diger faktor
ise transferrin reseptor-2 (TFR2) ve homeostatik demir diizenleyici (HFE)
molekiilleridir. Bu iki molekiil yetiskin bir bireyde mutasyona ugrarsa organizmada
demir birikimi meydana gelmektedir. TFR2 oncelikle karacigerde eksprese olur ve
mRNA seviyesinde iken demir depolarn tarafindan etkilenmez. HFE, MHC sinif-I
benzeri bir molekiildiir ve direk demir baglamaz ancak demir baglayan proteinler, TFR1
ve TFR2 ile iligkilidir. HFE mekigi, TFR1 ve TFR2’nin bagladigi demir konsantrasyonu
ile diizenlenmektedir. Ancak son yapilan c¢alismalarda transferrine bagli olan demirin
diizenledigi hepsidin ile iliskilendirilebilmesi i¢in HFE ve TFR2’nin iligkili olmasi
gerektigi anlagilmistir. HFE/ TFR2 kompleksinin hepsidin ekspresyonunu nasil tesvik
ettigi tam olarak anlagilamamistir ancak bu kompleksin BMP yolagma dahil oldugu
goriilmiistiir (Nemeth and Ganz 2009).

Transmembran serin proteaz matriptaz-2 (TMPRSS6) karacigerde eksprese olan ve
organizmadaki demir metabolizmasinin negatif diizenleyicisidir. Bu proteini kodlayan
gen eksprese oldugu zaman hepsidin metabolizmasinin ilk adimi1 olan BMP’lerin HIV
ile birlesip membran {lzerindeki reseptdriine baglanmasini engeller ve hepsidin
ekspresyonunun uyarilmasi durdurulmus olmaktadir. Bu genin ekspresyonu LNP-
TMPRSS6 small interferans RNA (SiIRNA) ile durdurulmktadir ve hepsidin
ekspresyonu igin gerekli uyarilma saglanmaktadir (Sekil 1.9). Ancak TMPRSS6
proteinin ¢alisma mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigstir ama bu genin mutasyonu

durumunda demir eksikligi anemisi olustugu goriilmiistiir (Finberg et al. 2008).
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Hepsidin

‘Hepatosit

Sekil 1.9. Hepsidin ekspresyonun diizenlenmesi (Silvestri 2013)

1.3. Demir Homeostazisinin Bozulmasi

Demir, hiicre igerisinde fazla miktarda bulunmasi toksit etkilere neden olan organizma
icin hayati Oneme sahip olan bir molekiiliidir (Puntarulo 2005). Demir bagimli
enzimlerin aktiviteleri kaybetmeleri ve oksijen transportunun azalmasi gibi nedenlerden
dolayr meydana gelen demir eksikligi ve oksidatif stres, reaktif hidroksil radikalinin
olusumunun katalizlenmesi, programlanmis hiicre dliimleri gibi sonuglara neden olan
demir dengesi memelilerde hassas bir sekilde kontrol edilmektedir. Ferroportin-
hepsidin, IRE/IRPs mekanizmasindan sorumlu genlerin kesfinden sonra demir
metabolizmasinda rol alan molekiiller ve mekanizmalar daha iyi anlasilmaya
baglanmistir. Organizmadaki demir homeostazisin de rol oynayan genler, enzimler ve
proteinlerden herhangi birinde meydana gelen bir bozulma demir metabolizmasinda
diizensizlik ve karaciger basta olmak iizere birgok dokuda hasara neden olmakta ve

cesitli hastaliklar ile sonuglanmaktadir (Gozzelino and Arosio 2016).
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Sekil 1.10. Demir metabolizmasinin degisimi ve organizmadaki hasarlar1 (Gozzelino
and Arosio 2016)

Hiicre igerisinde demir ve oksijenin bir¢ok biyolojik siirecte iliskili olmasi esastir ancak
bu iki molekiil arasindaki etkilesimden kaynaklanan, potansiyel olarak zarar verici
sonuglara dikkat ¢ekilmektedir. Hiicrede demir birikimi oksijen molekiiliiniin yapisini
degistirerek ROS olugmasini saglamaktadir. Hiicrede olusan ROS’lar ise cesitli
mutasyonlara sebep olarak DNA, lipit membrana ve proteinlerin yapisina zarar vererek

hiicresel hasara neden olmaktadir (Puntarulo 2005).

Hiicrede fazla demir Fe/H20, baginin olusmasina ve hidroksil radikalinin olusmasina

neden olmaktadir.
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Demir ve ROS
dongiisii

Sekil 1.11. Demir molekiilii ile gergeklesen ROS dongiisii (Modifiye edilmistir) (Hofer
et al. 2008)

Fenton tarafindan 1894’de yapilan deneylerden sonra, Fenton reaksiyonu olarak bilinen
bir reaksiyon yoluyla hidroksil radikalleri (OH) iiretiminde Fe’nin rolii tanimlanmigtir
(Sekil 1.12) (Richardson et al. 2009).

Fe (II) + H,0; ——— Fe(lll)+ OH + OH
Fe (II1) + Indirgeyici > Fe (I1) + Oksitlenmis indirgeyici

We(Il) + O, + 2H ——— 2Fe(Ill) + H,0,

0, + H,0, —— OH+OH - 0,

Sekil 1.12. Fenton reaksiyonu ve demir metabolizmasi (Richardson et al. 2009)

Fenton reaksiyonunu takiben Fe katalizli hidroksil radikalleri ((OH) ve hidroksit anyonu
(OH") iiretimi Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinmektedir (Sekil 1.13).
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Fe + 0, — Fe +0, (1)

-

Fe + H,0, — F¢' + OH+ OH )

- Fe
Net: 0, + H,0, — 0, + OH  +OH~ (3)

Sekil 1.13. 1) Siiperoksit radikali tarafindan Fe (IIT)’{in indirgendigi, biyolojik 6neme sahip olan
demirin katalizlenmesi redoks reaksiyonu, 2) Fenton reaksiyonu 3) Haber-Weiss reaksiyonu
(Kalinowski and Richardson 2005)

1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal hiicresel aktiviteler sonucu meydana gelen bir
oksijen formudur. ROS’lar serbest radikaller ve non-radikaller olarak iki gruptan
olusmaktadir. Endojen kaynakli ROS’lar, siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali iken ekzojen kaynakli ROS’lar ise sigara, ozon, hiperoksi, iyonize
radyasyon, agir metaller olarak sayilabilir. Yapisinda bir ya da daha fazla eslesmemis
elektron bulunan molekiiller serbest radikal, iki radikal eslesmemis elektronlarini
paylasan molekiiller ise non-radikaller olugsmaktadir. En 6nde gelen ROS’lar, siiperoksit
anyonu (O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (HO) ve oksijenin kismi
indirgenmesi ile olusan non-radikal oksijen tiirleridir (Sekil 1.14) (Birben et al. 2012).

0,+¢+H' —— HOy (Hidroperoksil radikal)
HO,, — H +0, (Stiperoksit radikal)
O,+2H +e¢ — H,0, (Hidrojen peroksit)

H,0, +e¢ — QOH +OH (Hidroksil radikal)

Sekil 1.14. Serbest radikallerin olusum reaksiyonlari1 (Tangvarasittichai 2015)
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Bu tiir radikaller olduk¢a reaktiftir ve hiicre igerisindeki molekiiller ile iliski kurar.
ROS, DNA ve RNA da bulunan fosfodiester bagini yikarak molekiiliin zincir yapisin
bozmaktadir. Ayrica hiicre igerisindeki diger bir hedefi ise yag asitleridir ve bu siire¢
nekrozis ile membran yapisini bozan lipit peroksidasyonan neden olmaktadir. Ozellikle
hidroksil radikali, proteinlerin sistein rezidiilerine baglanan enzimler aktive oldugu igin,
proteinlerin sistein rezidiilerindeki SH gruplarini oksidize etmektedir (Muriel and
Gordillo 2016). Hiicresel ROS’lar endojenik olarak, mitokondrial oksidatif
fosforilasyon ya da ksenobiyotik bilesikler gibi ekzojenik kaynaklar ile etkilesiminden
olusabilmektedir. ROS’un hastaliklarin olugmasiyla olan ilgisi makromolekiiller de
olusturdugu hasarla sinirli degildir. ROS sinyallerinin hastaliklarin olugmasinda artisa
sebep olduguna dair kanitlar artmaktadir. Ornegin ROS’larm gen aktivasyonunu ve

timoriin metastazini artirdigr gériilmistiir (Ray et al. 2012).

Ayrica ROS’lar hiicrenin antioksidan sistemine hiicum ettigi zaman hem hiicredeki ROS
seviyesi artmakta hem de hiicrenin antioksidan kapasitesinde azalmalara ve oksidatif

stresin meydana gelmesine neden olmaktadir.

Oksidatif stresin temeli mitokondriyel respirasyondan kaynaklanmaktadir. Kalp, beyin,
bobrek, karaciger ve iskelet kaslari etkin oksijeni siiperoksite ¢evirerek tiiketen
organlardir. Mitokondriyel elektron tasima zinciri siiperoksit anyonu olusumunun
kaynagidir ve her mitokondri giinliik yaklasik 107 ¢esit ROS molekiilii tiretmektedir
(Tangvarasittichai 2015).

Oksidatif stres, tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), transformasyon
biiylime faktorii-B (TGF-B) gibi sitokinlerin zararli etkilerini artirarak fibrogenezise

neden olmaktadir (Muriel and Gordillo 2016).

Oksidatif stres, direkt ya da indirekt olarak ROS’larin niikleik asit, lipit, protein gibi
makromolekiilerin yapisina zarar vermekte ve organizmada karsinogenez, diyabet,
norodejenarasyon, ateroskleroz ve yaslanmalara neden olmaktadir. Ayrica oksidatif

stres, inflamasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, insiilin direnci, adipositokin
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disregiilasyonu, karsinogenez, norolojik hastaliklar, diyabet, kansizlik, yaslanma gibi

cesitli patolojik bulgular1 kapsamaktadir (Tangvarasittichai 2015).

Hiicrelerde mitokondriyal reaksiyonlar sonucu olusan ve ¢ok miktarda bulunan
nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz (Nox) enzim ailesi, hiicrelerde
stiperoksit ve hidrojenperoksit gibi ROS’lar meydana getirir. Nox memelilerde yedi iiye
barindiran bir enzim ailesidir. Ozellikle Nox1 ve Nox2 (NADPH oksidaz 1 ve 2),
hipertansiyon, hiperkolestrol, diyabet ve yaslanma gibi durumlarda damarlarda ROS
olusturan en biiyiik kaynaklardir ve bu ylizden oksidatif stresin dnde gelen sebebi olarak
goriilmektedir. NADPH oksidaz ¢esitli intraseliiler ve ekstraseliiler boliimlere biyolojik
membran boyunca sitozolden elektron transferini katalizlemektedir. Niikleus,
mitokondri gibi organellerde eksprese olan NADPH oksidaz biyolojik membran iizerine
baglanmaktadir. Sitozolik NADPH biitiin NADPH oksidazlarin izoformlar1 i¢in bir
elektron dondrii olarak is gérmektedir. Oksijen her zaman son elektron alicis1 olarak
davranmaktadir. Nox1, Nox2 ve Nox5 oksidaz enzimi oksijene elektron transfer ederek
siiperoksit radikallerinin olusmasini saglamaktadir. Diger Nox ailesi iiyesi enzimler ise
sliperoksit anyonu yerine Oncelikli olarak oksijene elektron transfer ederek hidrojen

peroksit olusturmaktadir (Drummond et al. 2011).

Hiicrelerde oksidatif stres durumunda ROS’larin nétralize edilmesini  saglayan
antioksidan sistem olarak adlandirilan bir savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bu
sistem serbest radikallerin ilk adimi olan siiperoksit anyonunu, diisiikk reaktiflige sahip
olmasina ragmen siiperoksit dismutaz (SOD) olarak adlandirilan spesifik bir enzim ile
hidrojen peroksite doniistiirmektedir. SOD biitin aerobik hiicrelerde eksprese
olmaktadir. SOD, iki molekiill O radikali ile etkilesime girerek hidrojen peroksit
olugturmaktadir ve bu molekiil bir diger reaksiyon i¢in bir elektron donorii olarak
kullanilmaktadir. Bu asamada ise hidrojen peroksitten suya kadar uzanan reaksiyon
zincirini katalizleyen diger enzimler ise katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazdir (GPx)
(Sekil 1.15) (Galaris and Pantopoulos 2008).
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Sekil 1.15. Serbest radikallerin olusumu ve hiicreye verdigi hasar (Wakamatsu et al.
2008)

1.5. Antioksidan Savunma Sistem

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), gerek hiicresel aktivitelerden gerekse hava kirliligi, sigara
gibi ¢evresel faktorlere maruz kalmadan dolayr organizmada iiretilmektedir. Ancak
hiicrede ROS miktar1 normal seviyeden fazla olursa organizmadaki oksidan ve
antioksidan arasindaki denge bozulur ve buda oksidatif stres olusumuna neden olur.
ROS olusumu ve bunlarin olusturdugu hasari 6nlemek i¢in organizma antioksidan
sistem olarak tanimlanan bir Savunma sistemi gelistirmistir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerine
baglanarak lipid peroksidasyonu inhibe etmektedirler. Antioksidanlarm etki
mekanizmalari, serbest radikallere baglanarak ya da daha zayif yeni bir molekiile
dontistiirerek, serbest radikalle etkilesip aktivitelerini azaltarak, serbest radikalleri
kendilerine baglaylp reaksiyon zincirini kirarak ya da onarim saglayarak
gostermektedirler (Durmus and Radikalleri 2005). Organizmada hasar verici
prooksidanlara karsi kompleks yapida olan enzimatik antioksidanlar ve non-enzimatik
antioksidanlar bulunmaktadir (Sekil 1.16.) (Reuter et al. 2010). Aerobik organizmalar,

ROS’larin zararli etkilerinin yok edilmesinde rol oynayan, enzimatik ve non-enzimatik
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antioksidanlarla devamli etkilesim halindedir (Sekil 1.16). Fakat kanser, ndrodejeneratif
hastaliklar, diyabet, astim, hipertansiyon, ¢esitli kalp hastaliklari gibi baz1 patolojik

durumlarda antioksidan sistem baskilanmaktadir (Birben et al. 2012).

ANTIOKSIDAN SISTEM

{ Enzimatik ) Non-enzimatik

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Vitamin C (askorbik asit)

Mn-SOD

CuZn-SOD Vitamin E (¢-Tokoferol)

EC-SOD

Katalaz (CAT) Vitamin A

‘ Glutatyon Peroksidaz(GPx)

Ko-enzim Q10

Tiyoredoksin Si m i o S o £~
yoredoksin Siste Indirgenmis-Yiikseltgenmis Glutatyon

Tiyvoredoksin (TRX) (GSH/GSSG)

Tivoredoksin rediiktaz (TRXR) Urik asit

nanann

Tiyoredoksin iliskili protein (TXONIP)

Sekil 1.16. Antioksidan savunma sistem (Modifiye edilmistir) (Birben et al. 2012)

1.5.1. Non-enzimatik antioksidanlar

Diistik molekiil agirlikli enzim olmayan antioksidanlardir. Vitamin C, A, E, tirik asit,
koenzim Q10, indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon (GSH/GSSG) non-enzimatik
antioksidanlardir (Birben et al. 2012).
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1.5.1.a. Vitamin C (Askorbik asit)

Suda ¢oziinebilen C vitamini, intraseliiler ve ekstraseliiller sulu alanlarda serbest
radikalleri parcalayarak bir antioksidan gorevi gormektedir. Ilerleyen yasla birlikte
plazmadaki seviyesinde azalma meydana gelmektedir. Ayni zamanda E vitamini
kokenli olusan serbest radikallerin tekrar E vitamine donlismesini saglamaktadir (Birben

et al. 2012).

1.5.1.b. Vitamin A

A vitamini, karacigerde iretilen karotenoid ve [-Karotenin pargalanmasi ile
olugmaktadir. Lipit peroksidasyonuna sebep olmadan Once peroksil radikalleri ile
etkilesimi ile antioksidan sistemde rol almaktadir. Ayrica goze, deriye ve i¢ organlara

yararl etkisi ile de bilinmektedir (Mehta and Gowder 2015).

1.5.1.c. Ko-enzim Q10

Co-enzim Q10, lipit peroksil radikallerinin olusumunu &nlemektedir ve bu radikaller
olusmus olsa dahi onlar1 nétralize edebilmektedir. C vitaminine kiyasla co-enzim Q10,
E vitaminin yenilenmesini daha fazla katalizlemektedir. Hiicre yenilenme siirecinde

onemli rol oynar ve biitiin hiicrelerde mevcuttur (Turunen et al. 2004).

1.5.1.d. Urik asit

Urik asit, insanlarda piirin niikleotid metabolizmasmin son iiriiniidiir. Bobreklerden
filtrasyon sonrasi viicut tarafin %90 oraninda geri emilimi saglanmaktadir ve viicut i¢in
onemli fonksiyonlarda rol almaktadir. Serbest radikallerin parcalanmasinda ve
peroksidasyon tarafindan eritrositlerin lizizini ve peroksidazlar ile hemoglobinin
reaksiyonu sonucu oxo-hem oksidazlarin agir1 tiretimini engellemektedir (Kand'ar et al.
2006).



25

1.5.1.e. indirgenmis/Yiikseltgenmis glutatyon (GSH/GSSG)

Glutatyon, serbest radikallere bir molekiil hidrojen ya da elektron vererek hiicreleri
koruyan bir endojen tripeptittir. Ayrica askorbat gibi diger antioksidanlarin
yenilenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Mehta and Gowder 2015; Steenvoorden and
van Henegouwen 1997). Ancak bu endojen kaynakli antioksidanlar insanlarda serbest
radikallerin notralizasyonun da yeterli olmaz ve diyetle diger antioksidanlarin alinmasi
gerekmektedir (Mehta and Gowder 2015).

1.5.1.f. Vitamin E

E vitamini lipid igerisinde ¢0ziinebilen, dokularda, alyuvarlarda ve plazmada bulunan
onemli bir antioksidandir. Molekiiller aras1 baglar1 koparma yeteneginden dolayi lipit
molekiillerinin i¢ yapilarini korunmasimi saglamaktadir. Tokoferoksil radikallerini
olusturan peroksil radikallerine fenolik hidrojen molekiiliinii ekleyerek lipit

peroksidasyonunu engellemektedir (Halpner et al. 1998; Mehta and Gowder 2015).

1.5.2. Enzimatik antioksidanlar

Enzim 6zelliginde olan enzimatik olarak serbest radikallere baglanan ve suda ¢oziinerek
sitoplazmadaki serbest radikalleri ortadan kaldiran antioksidanlardir (Hamid et al.
2010). Karacigerde bulunan en onemli antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) dir. Bunlara ek olarak diger 6nemli
antioksidan savunma sistemi enzimleri, hem oksigenez-1, tiyoredoksin (TRX),
peroksiredoksin (PRX) gibi redoks proteinleridir (Birben et al. 2012).

1.5.2.a. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksik (H202) ve molekiiler

oksijene (O2) doniisimiinii katalizler. Memeli dokularinda siiperoksit dismutaz
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enziminin 3 formu bulunmaktadir. SOD’un farkli formlar1 farkli dokulara dagitilmakta

ve her birinin spesifik subseliiler lokasyonu bulunmaktadir (Mehta and Gowder 2015).

Oz- + 02- + 2H+ —— H202 + 02'

Sekil 1.17. Siiperoksit dismutaz enzim reaksiyonu

Manganez siiperoksit dismutaz (Mn-SOD), mitokondrinin matriksinde lokalize
olmustur. Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD), genellikle kollajen liflerinin
bulundugu bolgelerde, sistemik kanallarin ve damarlarin etrafinda lokalize olmustur.
Bakir-ginko siiperoksit dismutaz (CuZn-SOD) ve Mn-SOD siiperoksit radikallerinin
toplayan molekiiller olarak gorev yapar. EC-SOD karaciger hiicreleri arasinda
ekstraseliller matriks bdliimlerine spesifik baglanmalar yapar ve karacigerin

korunmasini saglamaktadir (Birben et al. 2012).

1.5.2.b. Katalaz (CAT)

Katalaz, antioksidan savunma sistemi enzimleri arasinda tanimlanan ilk enzimdir ve
hidrojen peroksiti suya ve oksijene 2 basamakta doniistiirmektedir. Bu iglemi yaparken

demiri ve manganezi kofaktor olarak kullanmaktadir.

CAT-Fe (Ill) + H,0, —> 1Bilesik

1.Bilesik + H,0, —> CAT-Fe(Ill) + 2H,0 + O,

Sekil 1.18. Katalaz enzim reaksiyonu

Katalaz dort alt birimden olusan bir proteindir ve her bir alt birim bir hem grubu ve bir
molekiil NADPH icermektedir. Katalaz genelde karaciger hiicrelerindeki
peroksizomlarda lokalize olmaktadir (Birben et al. 2012).
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1.5.2.c. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon sistem, indirgenmis glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GPx),
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ve glutatyon S-transferaz (GST)’dan olusmaktadir.
Glutatyon peroksidaz dort selenyum molekiiliinii kofaktér olarak kullanan ve hidrojen
peroksitin parcalanmasini katalize eden enzimdir. Ihtiya¢ durumunda dokulara
dagitilmasina ragmen ¢ogunlukla karaciger hiicrelerinde bulunmaktadir. Glutatyon S-
transferaz, lipit peroksidazlara yiiksek aktivite gosterir. Bu enzimler c¢ogunlukla
karacigerde bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit gibi ROS’lara
substrat olan glutatyonun oksidize olmasini katalizlemektedir. Ayrica GSH/GSSG orani
onemli bir oksidatif stres belirtecidir (Takahashi and Cohen 1986; Birben et al. 2012).

ROOH + 2G5H ——= GSSG + H,0 + ROH.

Sekil 1.19. indirgenmis glutatyon (GSH) reaksiyon

Glutatyon peroksidaz subseliiler (mitokondri ve sitoplazma) alanlarda hidrojen
peroksitin ana pargalayict molekiilii olarak bulunmaktadir. Glutatyon peroksidaz
enziminin bu aktivitesi indirgenmis glutatyon (GSH) varliginda gerceklesmektedir
(Holben and Smith 1999; Mehta and Gowder 2015).

GSSG + NADPHH— = 2GSH + NADP

Sekil 1.20. Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) reaksiyonu

Glutatyon sistem enzimlerinin redoks degisimleri, pentoz fosfat yolu ile a¢iga ¢ikan
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) tarafindan saglanmaktadir (Sekil 1.22).
Indirgenmis glutatyon (GSH), flavin niikleotid bagimli enzimdir ve glutatyon
peroksidaz gibi ihtiya¢ halinde dokulara dagitilmaktadir. Glisin, glutamat, sistein gibi
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amino asitler glutatyonun sentezinde kullanilmaktadir. Glutatyon sistem enzimleri suda
¢oOziinebilen 6nemli antioksidanlardir ve direkt olarak ROS’lar1 nétralize etmektedir.
Glutatyon bu nétralizasyon islemi esnasinda C vitamini ile etkilesim halindedir (Mehta

and Gowder 2015).

Endojen kaynaklar * Ekzojen kaynaklar

/N

HO RO, HO O,
GPX K-Hy-: GPX =
GSSG 2GSH == substratiar G 2GSH == substratiar e
GST  kenjugasyon 3550 GST Aonjugssyen
GSR GSR
Pentoz fosfat yolu NADPH  NADP' NADPH NADP*
Ribuloz 5-Fosfat 6-Fosfoglukonat Glukoz 6-Fosfat

G6PD G6PD

Sekil 1.21. ROS’larin enzimatik antioksidanlar tarafindan nétralize edilmesi (Modifiye
edilmistir) (Budak et al. 2014a)

1.5.3. Tiyoredoksin sistem

Tiyoredoksin sistem, tiyoredoksin (TRX), tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) ve NADPH
iceren, oksidatif stres durumunda ilgili enzimlere elektron transportunda, redoks
dengesinde, apoptozun diizenlenmesinde, DNA sentezinde ve antioksidan sistemde

onemli rol oynayan bir disiilfit-rediiktaz sistemdir (Lu and Holmgren 2014).

Tiyoredoksin sistem, TRX nakavt farelerde embriyonik lateldir ve bu sebeple yasam
icin esansiyeldir. TRX sistem enzimleri selenyum bagimli enzimlerdir. TRXR, elektron
donorii olarak NADPH kullanmaktadir ve TRX aktivasyonunu saglamaktadir. TRX’nin
bu redoks dongiisii, endojen bir inhibitor olan tiyoredoksin iliskili protein (TXNIP) ile
diizenlenmektedir (Sekil 1.21) (Dunn et al. 2010).
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A B
PR -5, PR - (SH)Z
TXNIP
I "4l o
TRX — (SH), TRX-S, S SH S—S
indirgenmis Yiikseltgenmis
TRX TRX
TRXR
NADPH + H* NADP* NADPH + H* NADP*

Sekil 1.22. A) Yikseltgenmis TRX (TRX-S;) ve indirgenmis TRX (TRX-SH.). NADPH
kullanilarak, TRXR araciligiyla TRX’in indirgenme/yiikseltgenmesi ve hedef proteinin TRX ile
rediikte edilmesi, B) TXNIP, indirgenmis TRX ile disiilfit bagi kurarak TRX’i inhibe etmesi
(Dunn et al. 2010)

1.5.3.a. Tiyoredoksin

Tiyoredoksin (Trx, Txn) insanlarda 9.kromozomda lokalize olmus, 5 ekzon bolgesi
bulunan ve mRNA seviyesinde 508 baz ciftinden olusan, protein halinde 12 kDa olan
bir dithiol proteindir (Dunn et al. 2010). ilk olarak 1964°de E.coli de yapilan bir calisma
esnasinda kimliklendirilmis, daha sonra bir Japon grubu HTLV-1 ile enfekte edilen T
hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada ise insanda olan TRX’i saptamistir (Hisabori and Hara
2013).

Molekiillerin oksidatif stres durumunda katalitik aktif bolgeleri ile etkilesime gegerek,
disiilfit/dithiol degisimlerini katalizlemektedir. Sitozolik TRX1 ve mitokondriyal TRX2,
Trp-Cys-Gly-Pro-Cys amino asitlerinden olusan aktif bdlge igermektedir. insan TRX1,
Cysa2 ve Cysass aktif bolgeleri disinda pozisyon 62, 69 ve 73 olan tli¢ Cys residiizii igeren
105 amino asite sahiptir (Sekil 1.23). Oksidatif stres kosullar1 altinda Cyses2 Ve CySeo
TRX-S: ikinci bir disiilfit bag1 olusturmaktadir. Bu iki TRX-Sz bagi, zayif bag olarak
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karakterize edilir, ancak TRXR ile direkt indirgenemez ve TRX1’i inaktive etmektedir.
Bu ekstra Cys rezidiilerinin olusumundan TRX1’in S-nitrolizasyon, dimerizasyon gibi
post-translasyonel modifikasyonlarinin etkili oldugu tespit edilmistir (Lu and Holmgren
2012).

Sekil 1.23. TRX’in 3 boyutlu yapis1 (Kumar et al. 2004)

TRX’in kristal haldeki yapisi birgok kez c¢oziimlenmistir. TRX ii¢ a-heliks ile
cevrelenmis dort B-kirmali iplikten olusmaktadir. N-terminalinde ek olarak bir a-heliks
ve B-kirmali iplik¢igine sahiptir. TRX, 32 ve 35 pozisyonundaki sisteinleri reaksiyona
girmek i¢in kullanilmaktadir. Ik olarak N-terminal sistein disiilfit {izerinde niikleofilik
bir saldir1 baslatir ve substratin proteine baglanmasi ile karisik bir disiilfit baginin
olusmasini katalizlemektedir. ikinci asamada orta molekiiller arasi disiilfit bag1 iizerinde
TRX’in C-terminal sisteininin niikleofilik saldirisidir ve oksitlenmis TRX’de bir disiilfit
bagin olusmasi ve indirgenmis substrattaki disiilfit bagin kirilmasi ile sonu¢lanmaktadir.
TRX daha sonra bir elektron donorii olarak, pentoz fosfat yolu tarafindan iiretilen
NADPH’1 kullanan TRXR tarafindan aktive edilmektedir. Oksidatif stres ile iliskili
redoks siireclerinde kilit bir diizenleyici olarak islevine ek olarak, TRX’in son

zamanlarda nitrozatif stresin diizenlenmesinde de rol oynadig tespit edilmistir. ROS’a
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benzer sekilde, reaktif nitrojen tiirleri, bazi hiicresel sinyal yollar1 i¢in zararli olan

nitrojen kimyasallar iretmektedir (Lee et al. 2013).

- TrxR
Ribiiloz 5-fosfat o TrXox Proteingy

Pentoz S —S §—S§ S8

fosfat yolu 8H 8H SH SH
H+H* SH SH

Glukoz 6-fosfat TrxR l TrXred l l Protein,.d'
red

Sekil 1.24. TRX sistemin redoks dongiisii (Lee et al. 2013)

1.5.3.b. Tiyoredoksin rediiktaz

Selenyum igeren ve giiclii bir antioksidan olan tiyoredoksin rediiktaz (TRXR), ilk olarak
1996’da insan T hiicresinden izole edilmis ve tanimlanmigtir (Holben and Smith 1999).
Memelilerde tanimlanmig 55 kDa olan, sitoplazmik TRXR1 ve mitokondriyal TRXR2
nakavt fareler embriyonik lateldir (Dunn et al. 2010). Biitiin memeli TRXR’ler C-
terminal bolgesinden bir selenosisteine (SEC) baglanir ve Gly-Cys-SeCys-Gly iceren
aktif bolgesi bulunan selenoenzim olur. SEC, ¢ogu zaman durma kodonu olarak gérev
yapan UGA ile genetik olarak kodlanan 21.aminoasit olarak bilinmektedir. Selenyum
eksikliginin sican karacigeri TRXR’de SEC in Cys ile yer degistirmesine neden oldugu
belirlenmistir (Lu and Holmgren 2012).
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Trxred

SH S H CVNVGC

S S

TrXOX

Sekil 1.25. Tiyoredoksin rediiktazin katalitik reaksiyonu (Lee et al. 2013)

NADPH®, enzime bagli olan flavine adenin diniikleotidi (FAD) indirger ve H" bir ditiol
motifi olugturan -CVNVGC- aktif bolgesine transfer edilir. Transfer edilen H*, bir diger
alt birim olan C-terminal selenenil siilfid motifini indirger ve indirgenmis bu motif
TRX’in Cysz, ve Cysss aktif bolgeleri dahil olmak iizere TRXR’in substratlarini
indirgemektedir. Bu redoks reaksiyonundan sonra TRX, TRXR araciligiyla aktive
edilmis olur (Sekil 1.24) (Lee et al. 2013).

1.5.3.c. Tiyoredoksin iliskili protein

Tiyoredoksin iligkili protein (TXNIP), ilk olarak bir caligmada tanimlayict olarak D3
vitamini ile tedavi edilen l6semi hastasinda diizenleyici bir protein olarak
tanimlanmistir. Bu nedenle baslangigta Vitamin D3 Diizenleyen Protein 1 (VDUP1)
veya TRX baglayici protein 2 (TBP-2) olarak bilinmekteydi. Txnip geni insanlarda 1.
kromozomda lokalize olmus, sekiz ekzon ve yedi intron bdlgesi bulunan, protein
halinde 50 kDa olan, yaklasik 5 bp’lik bir gendir. Son yillarda TXNIP’in ¢esitli
biyolojik siireclere katilimini gosteren c¢ok sayida g¢alisma yayinlanmistir. Yapilan
filogenetik ¢alismalarda TXNIP’in a-arrestin protein ailesinin bir pargasi oldugu ortaya
konmustur ve a-arrestin tutuklama kivrimi iceren tahmini altt protein grubudur.

TXNIP’in bu igerigi sayesinde TRX ile etkilesime girip tutuklayan tek proteindir. Bu
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ozellikler 15181nda a-arrestinin TXNIP’in redoks sinyallerini diger metabolik yolaklar ile
birlestirilmesinde merkezi rol oynadig: diisiiniilmektedir. Bununla birlikte 1994°deki ilk
tanimlamadan bu yana, TXNIP’in redoks sinyallerinde metabolizmaya ve hiicre
dongiisiinliin  diizenlenmesine kadar degisen c¢esitli biyolojik yollarin genis bir

yelpazesinde diizenleyici rol aldigi belirlenmistir (Lee et al. 2013).

TXNIP’1in TRX’in iglevini ve etkisini inhibe etmesi iki sekilde olmaktadir. Birincisi
TXNIP TRX’1 baglar ve TRX1 iliskili oldugu proteinlerden uzaklastirarak bir rekabetci
inhibitér olarak gerceklesmektedir. Ikincisi ise oksidatif stres sonucu TXNIP
ekspresyonundaki artis TRXR aktivitesinde azalmaya sebep olmaktadir ve dolayisiyla
TRX aktivitesi ger¢eklesmemektedir. TXNIP-TRX kompleksindeki artis, oksidatif stres
durumunda hiicrede oksidize proteinlerin artmasina sebep olmaktadir. TXNIP, TRX’in
aktif Cyssz rezidisii ve TXNIP’in Cyszs7 aktif rezidiisii arasinda bir disiilfit bagi
olusturarak TRX ile TRXR’in etkilesime girmesine engel olmaktadir. Redoks bagimli
olarak gergeklesen bu etkilesim sadece TXNIP’in oksidize formu ile TRX’in rediikte
formu arasinda ger¢eklesmektedir (Sekil 1.26) (Spindel et al. 2012).

s$—8§ SH s
+y — \
SH SH i
T
Trx’.o
B

Txnip
C83  C247

§—S§
+ —>X
$—S

Trx,,

Sekil 1.26. TXNIP-TRX iliskisi A) TRX’i indirgeyerek TXNIP aktive olur ve TRX’i inaktive
eder, B) Oksidize haldeki TRX ve TXNIP arasinda disiilfit degisim reaksiyonu miimkiin
degildir (Lee et al. 2013)
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2. KAYNAK OZETLERI

Demir canlilarin ¢ogu icin yasamsal Oneme sahip bir biyoelementtir. Memeli
hiicrelerinin metabolik ihtiyaglarini karsilamak ve 6zel bazi islevlerini yerine getirmek
icin demir elementine ihtiya¢ vardir. Esnek koordinasyon yapisi ve redoks reaktivitesine
bagli olmasi demirin, proteinlerle iligki kurmasina, oksijen baglamasi, elektron transfer
etmesi ve Kkatalitik reasiyonlari yoOnlendirebilmesini saglamaktadir. Bu nedenle
neredeyse tlim hiicreler oksijen transportu, enerji metabolizmast ve DNA sentezi gibi
temel biyokimyasal islevler i¢in demiri kofaktor olarak kullanmaktadir (Aisen et al.
2001).

DNA metabolizmasinda gorev alan kritik enzimler (helikaz, nukleaz, glikosilaz ve
riboniikleotid rediiktaz) demiri bir kofaktor olarak kullanir. Son yapilan ¢alismalarda
aktif ve stabil kompleks olusturmak icin demir-siilfiir (Fe-S) molekiiliinii baglayan
korunmus zengin sistein motiflerinin bulundugu DNA polimerazin katalitik alt
initesinin agiga ¢ikarilmasi garpici bir gergek olarak ortaya konmustur. Buna parelel
olarak, mitokondriyal ve sitoplazmik olarak meydana gelen Fe-S eksikligi DNA
sentezinde gorevli olan niikleer demir gerektiren enzimlerin eksikligi sonucu DNA
hasar1 ve genom instabilitesine neden olur. Son g¢alismalar maya hiicrelerinde en iyi
deoksiriboniikleotid konsantrasyonunu korumak i¢in demir kullaniminda meydana
gelen dalgalanmalari diizenlemek i¢in riboniikleotid rediiktaz fonksiyonunu diizenleyen
cok katmanli mekanizmalara sahip oldugunu gostermistir. Ayrica DNA onarim
mekanizmasi bilesenlerinde bulunan redoks aktif Fe-S merkezlerinin, ¢ift seritli DNA
ile genom boyunca DNA uyumsuzluklarini tespit etmek ve onarmak icin kritik oldugu
gosterilmistir. Demirin, DNA replikasyonu ve onarimi arasindaki bu beklenmedik
baglantilar kanser, yashilik ve diger DNA iligkili hastaliklar1 dogru anlamak igin
yardimet1 olacagi diisiiniilmelidir (Puig et al. 2017).

Son yapilan ¢alismalarda canlilar i¢in hayati dneme sahip olan demirin, organizmada
fazla miktarda bulunmasinin toksik etkilere sebep oldugu gosterilmistir. Demirin fazla

miktar1 aerobik kosullarda reaktif oksijen tiirlerinin ¢ogalmasina ve Fenton reaksiyonu
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olarak adlandirilan hidroksil radikali gibi yiiksek reaktif radikalerin olusumunun
katalizlemektedir. Bu olay sonucu olusan oksidatif stres doku hasarina ve bir¢ok

hastaliga sebep olmaktadir (Galaris and Pantopoulos 2008; Budak et al. 2014b).

Demir birikiminin organizmada gesitli hastaliklara sebep oldugu gibi demir eksikligi de
organizmada problem olmaktadir. Demir eksikligi, sanayilesme, yetersiz beslenme ve
enfeksiyon gibi durumlarin artmasindan dolayr diinya ¢apinda, ¢ogunlukla kadinlar,
yetiskinler ve ¢ocuklar olmak iizere genis kitlelere ulasmistir. Ulusal Saglik Orgiitiiniin
yaptig1 son c¢alismada 25-49 yas arasi bayanlarin yaklasik %46, erkeklerde ise %20
oraninda demir eksikligi tespit edilmistir. Cilt solgunlugu, viicutta gii¢siizliik, halsizlik

gibi belirtileri vardir (Gozzelino and Arosio 2016).

Hiicre i¢indeki demirin toksit seviyelere ulagan miktarda birikiminin Onlenmesi i¢in
dikkatli bir diizenleme mevcuttur. Asir1 demir birikiminin oksijen radikallerinin artisi
olarak tanimlanan oksidatif strese neden olduguna inanilmaktadir. Hiicresel demir
molekiili her zaman ¢esitli molekiillere selatli olarak bulunur. Sigan karacigerinde
NADPH-bagimli reaksiyonlar iizerinde ferrik kompleksin etkisi arastirilmistir. Yapilan
test sonucu demir selatlayicilarin lipit peroksidasyonunu artirdigi gozlenmistir
(Puntarulo 2005).

Hiicrelerin redoks durumu agirlikli olarak demir molekiiliine baghdir ve fizyolojik
smirlar  i¢inde redoks dengesi sikica korunmaktadir. Organizmada demir
homeostazisinin korunmasinda ¢oklu fizyolojik siirecler mevcuttur. Bu denge hiicre i¢i
ve hiicre dist demir depolarinda diizenlenmektedir. Oksidatif stres durumunda demir
metabolizmasinin ana diizenleyici molekiilleri olan ferritin ve hepsidin asir1 eksprese
olabilir. Bu durumun sebep oldugu demirin asir1 birikimi, g¢esitli kardiyovaskiiler
hastaliklar, kronik inflamatuar hastaliklar1 i¢in demir selasyon tedavisinde ilerleme
kaydedilmistir. Demir selasyon tedavisi vuciitta biriken asir1 demirin atilmasi1 amaciyla
uygulanmaktadir. Kalpte olusan asir1 demir kardiyomiyopatisi Kkalbin sistolik ve
diyastolik fonksiyonlarinda bozulmalara sebep olur. Yapilan ¢aligmalarda uzun vadede

demir selasyon tedavisinin faydalar1 belgelenmistir (Gudjoncik et al. 2014).
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Giiniimiizde hepsidin hormonu demir metabolizmasinin ana diizenleyicisi olarak kabul
edilmektedir. Hamp geni tarafindan kodlanan hepsidinin asir1 ekspresyonu ile diinyaya
gelen hayvanlarda demir eksikligi, ayn1 zamanda Hamp geni mutasyonu sonucu olusan
hepsidin eksikliginde ise canlida demir birikimi meydana geldigi gézlemlenmistir

(Nemeth and Ganz 2006).

Farelerde ve insanlarda yapilan eszamanli calismalarda idrar, doku ve kandan izole
edilen demir seviyesinde olusan artisin hepsidin miktarinin artmasi neden oldugunu
gostermistir. Ayn1 zamanda hepsidin gen bolgesinde meydana gelen bir delesyon
sonucu hepsidin eksikligi ve neticesinde siddetli demir birikimi, ayn1 sekilde hepsidinin
asir1 ekspresyonunun ise demir yetersizligine neden oldugu tespit edilmistir (Schmidt

2015).

Ferroportin, organizmadaki demirin hiicre igerisinden kana verilmesini saglayan bir
transmembran proteinidir. Hiicre igerisindeki ferroz (Fe*?) haldeki demiri ferrik (Fe*®)
hale donistiirerek kana vermektedir. Ferroportin-1 mutant Zebra baliginda embriyonik

hipokromik anemi gelistigi goriilmistiir (McKie et al. 2000).

Yasli ferroportin-1 mutant ise bagirsak ve makrofaj hiicrelerinde demir birikimine sebep
olmustur. Bu bilgiler 1s181inda erken siiregte Fpn-1 mutasyonu embriyonik lateldir (Ward
and Kaplan 2012).

Hephaestin membran tizerinde bulunan ferroportin proteinine biyokimyasal olarak
afinitesi olan ve transfer edilecek demir biyomolekiiliiniin redoks degisimini saglayan
bir proteindir. Hephaestinin yoklugunda bagirsak hiicrelerinden kana demir salinimi
yapilamadig1 i¢in farelerde demir eksikligine bagli anemi gorilmiistir (Ward and
Kaplan 2012).

Karaciger, sindirim sistemi, detoksifikasyon, protein sentezi ve sindirime yardimci olan
kimyasallarin tiretimini gergeklestirmektedir. Karaciger hiicreleri, sindirime yardimci

safra sivisi tiretilmesi, hemoglobinin yikimi sonucu meydana gelen bilirubinin absorbe
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edilmesi ve hemoglobinden yayilan demirin depo edilmesi, yag ve karbonhidrat
metabolizmasinin diizenlenmesi, vitamin ve mineral depo edilmesi, proteinlerin
yikimina yardimer olmasi, immiin aktiviteye sahip olan Kupffer hiicrelerinin ¢ogunu
igermesi, ilag ve alkoliin zararli etkilerini filtrelemesi ve alblimin iiretilmesi sebebiyle

oldukga onemlidir (Muriel and Gordillo 2016).

Karacigerde hepsidin ekspresyonunu diizenleyen hemojuvelin (Hjv) mutasyonu olan
insanlarda ya da Hjv nakavt farelerde hepsidinin olmayis1 kadar siddetli demir birikimi
meydana geldigi ve hepsidin yetersizliginde yasanan problemlere benzer sonuglar

olustugu tespit edilmistir (Niederkofler et al. 2005).

Seruloplazminin (CP) rolii ilk olarak 1800°lii yillarin ortalarinda anemi hastasi olan
gen¢ bir kadimmin tedavisi yapilirken kandaki demirin hiicre igerisine girisini
kolaylastirdig1 anlasilmistir (Fox 2003). 1900°1ii yillarda ise demir eksikligi durumunda
karaciger ve makrofaj hiicrelerinden demir saliniminin olmasi i¢in CP’in rol aldig1 tespit
edilmistir (Ward and Kaplan 2012). Farelerde cinsiyete bagli anemi hastaliginin genetik
etkisi arastirtlirken CP’nin bir homologu olarak Hephaestin kesfedilmistir (Vulpe et al.
1999).

Organizmada meydana gelen demir eksikligi veya demir fazlaligi karaciger, bobrek,
beyin, pankreas, kalp gibi hayati organlara zarar vermektedir. Bu organlarda demirin
birikimi ve bagirsaklarda fazla demir emiliminden kaynaklanan demir yliklemesi
heterojen bir grup ile kalitilmaktadir. Hemokromatosiz hastalarinda dort gende (Hfe,
Tfr2, Hjv ve Hamp) mutasyon tespit edilmistir ve farkli hasta patolojileri incelendiginde
ise ferroportin geninde mutasyon belirlenmistir. HLA-bagimli hemokromatosiz ise
pankreas, kalp, karaciger gibi organlarda demir birikimi ile karakterize edilmektedir.
Demir dengesinde meydana gelen degisimler karaciger sirozu, kalp yetmezligi ve
diyabetle iliskilendirilmektedir. Demir birikimi goriilen hastalarin yanlizca bir kisminda
genetik ve cevresel faktorlerin etkili oldugu, buna ek olarak bireyin demir yiiklemesine
genetik olarak duyarl olabilecegi belirlenmistir. Ayrica beyinde olusan demir eksikligi

yasamin ilk evrelerinde zararli sonuglar dogurmaktadir. Demir eksikligi
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miyelinasyonda, ndral aglarda ve ndrotransmisyonun kimyasal olarak degisimine neden
olmaktadir. Demir metabolizmasi ile noral fonksiyonlar ve norodejenerasyon arasinda
cok yonlii bir bag olmasina ragmen beyindeki demir metabolizmasinin temel yanlari
hala anlasilamamistir. Sonu¢ olarak hiicresel demir homeostazisi ve sistemik demir
homeostazisi igindeki bilgi kombinasyonu bizlere demirin, hiicre tipinemi 6zgii ya da
organa mi 6zgii olarak entegre oldugunu anlamamiza yardimci olacaktir ve canlilardaki
demir metabolizmasinin arastirilmasi kesinlikle eskimeyecek bir konu olarak degerini

korumaktadir (Hentze et al. 2004).

Demir metabolizmasinda rol oynayan genlerin mutasyonu sonucu meydana gelen
genetik kaynakli en iyi bilinen hastalik kalitsal hemokromatoz (herediter
hemokromatozis (HH)) dir. HH’nin farkli tipleri vardir ve mutasyona ugrayan genin
cesidine bagl olarak fenotipde goriilme siddeti degismektedir. HH nin neredeyse biitiin
tiplerinde karaciger, kalp, bobrek gibi dokularda demir birikimi meydana gemektedir ve
tedavi edilmezse multiorgan yetmezligi ile sonuglanmaktadir. Genelde bu hastaliga

yakalananlarin %80°1 yetiskinlerdir (Silvestri et al. 2014).

Hiicre membraninda yer alan Hjv mutasyonunda BMP sinyallerinde azalmalar ve Hamp

geni yoklugunda meydana gelen hemakromatozis goriilmektedir (Babitt et al. 2006)

Sisplatin ve demir metabolizmasi iliskisinin arastirildigi bir ¢alismada Sisplatine
direngli ve sisplatin duyarli tiimdr hiicrelerinin gelismesi 80 adet erkek mesane kanserli
Rat’larda in vivo olarak arastirilmistir. Ayrica deneysel hayvanin kaninda ve tiimorlii
dokuda serbest demir igeriginin ve seruplazmin (CP) aktivitesinin tespiti, oksidatif stres
belirtecleri olan siiperoksit, oksidize NADPH aktivitesi diizenleyen nitritoksitin tespiti
amaglanmistir. Calismanin sonucunda direngli hayvanlarda daha fazla olmasi ile birlikte
kanda ve tiimdrde maksimum demir birikimi tespit edilmis ve bu molekiiliin timoriin
latent fazinda serbest radikallerin olusumuna karsi koruyucu etki gosterdigi tespit
edilmistir. Aymi sekilde sisplatin direngli hayvanlarda ise antioksidan sistem
bozuklugunun sonucu olarak CP oraninda artis ve buna bagli olarak organizmada

serbest demir miktarinda artig tespit edilmistir (Chekhun et al. 2014).
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Son yapilan ¢aligmalar sonucunda demir eksikligi ile meydana gelen anemi hastalig1
icin yeni oral ve intravendz yolla cesitli tedaviler tanimlanmistir. Ancak uygulanan
tedavilerin uzun vadede doku ve organlarda demir birikimine neden olabilecegi

belirlenmistir (Arlet et al. 2013).

Organlara ulagsan demir seviyesi azaldigi ve demir depolar tilkendigi zaman meydana
gelen demir eksikligi orta ve yliksek seviyede anemi ile sonuclanmaktadir. Tedavi
olarak gende meydana gelen mutasyona sonucu eksik olan molekiiliin ¢esidine bagl
olarak ila¢ veya belirli zaman araliklarinda yapilan demir takviyesi ile yapilmaktadir.
Kanser hastalarinda ise kanser hiicresinin proliferasyonun her evresinde organizmada
demir seviyesi degigsmektedir. Ayrica kanser hastalarinda uygulanan tedaviler ve
kemoterapi sonucu demir metabolizmasinda bozulmalar ve anemi goriilmektedir. Bazi
timorler ise dokularda demir birikimine neden olur ve buda dokularda demir birikimi
sonucu ROS olusumuna sebep olmaktadir. ROS’lar bazi metastaz proteinlerinin

epigenetik diizenlenmelerini degistirmektedir (Gozzelino and Arosio 2016).

Demir eksikligi anemisinde serum ferritin orani belirleyicidir. Litrede 100 pg’nin
altinda ferritin oran1 demir eksikligi anemisine isarettir. Demir eksikligi anemisi olan
hastalar demir takviyesi almalidirlar. Ayrica ortaya ¢ikan veriler, emilmeyen demirin
bagirsak mikrobiyotasinda bulunan patojenlerin konsantrasyonunu artirdigini ortaya
koymustur. Demir eksikliginin anemi gelismeden once tedavi edilmesinin yarar1 heniiz
belirsizdir. Tedavi i¢in, intravendz demir uygulamasi faydalar risklerinden daha agir
bastig1 durumlarda uygulanmalidir Demirin uzun siireli biyolojik etkileri, oksijen
radikalleri, enfeksiyona karsi duyarlilik gibi olumsuz etkileri hala tartigiimaktadir.

(Camaschella 2015).

Tip 2 diyabet (T2DM) hastalarinda goriilen anemide demir tasima proteininin rolii hala
tespit edilememistir. Demir eksikligi anemisi (IDA) olan hastalarda olmayanlar ile
karsilastirildiginda DMT1, FPN1, TFR miktarlarindaki degisim arastirilirmistir ve

T2DM ve demir eksikligi anemisi olan hastalarda duodenal demir transport protein
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ekspresyonu, kronik inflamasyon veya diyabet nedeniyle viicud demir depolarina

bagimli olabilecegi sonucuna varilmistir (Broide et al. 2018).

2010 yilinda farelerde yapilan demir yiiklemesi c¢alismasinda Bmp-6 ekspresyonu
karacigerde artarken, bagirsakta degismedigi tespit edilmistir (Kautz et al. 2011).

Budak et al. tarafindan 2014 yilinda yapilan g¢alismada karaciger dokularndaki
glutatyon (GSH) seviyesinin non-toksik demir konsantrasyonu varliginda Onemli
derecede azaldigi tespit edilmistir. Ancak GSH seviyesinde doz-bagimli azalis uzun
stireli demir toksisitesi ile goriilmiistiir. GSH seviyesinde 30 ppm konsantrasyonda
azalisa rastkanirken, 3 ve 300 ppm konsantrasyonlarda degisiklik gdzlenmemistir
(Budak et al. 2014a). Valko et al. 2007 yilinda kolon ve meme kanseri hastalarinin
kanlarinda yaptig1 ¢alismada GSH/GSSG oranmin kontrol gruplarma kiyasla dnemli
derecede azalis gosterdigini gozlemlemislerdir (Valko et al. 2007).

Veuthey et al. (2008) ve arkadaslari, anemili farelerde DMT1, Ferroportin ve Hepsidin
proteinlerinin bdbrekte ekspresyonunu incelemislerdir. Bazal medulada hepsidin
ekspresyonunun asirt derece azaldigini, ferroportin ve DMT1 ekspresyonunun arttigi
gozlemlenmistir. Sonug olarak bobrekde siddetli anemi hastaligi varliginda ferroportin
ve DMTT iligkisinde zayiflama ve hepsidin ekspresyonunda azalma tespit edilmistir.
Bobrek dokusundaki bu demir birikiminin ise diger bobrek rahatsizliklarina neden

olabilecegi belirlenmistir (Veuthey et al. 2008).

Zainal et al. (1999) yaptigi calismada ferrik nitrilotriasetati (Fe-NTA) intraperitonal
olarak verdigi fare ve siganlarda demirin serbest radikal ve bobrek dokusunda kansere
neden oldugunu tespit etmistir. Protein karbonil igceriginde ve lipit peroksidasyonunda
onemli derecede artis tespit edilmistir. Akut nefrotoksisite durumdan Fe-NTA’nin
mitokondriyal ve niikleer oksidatif strese neden oldugu ve demir kaynakli hiicresel

hasara neden oldugu belirlenmistir (Zainal et al. 1999).
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Bobrek, elektrolitlerin diizenlenmesi, kanda asit baz dengesinin diizenlenmesi, kan
basinicinin kontrolii, hormon {iretimi, su, amino asit ve glikozun geri emilimi gibi
fonksiyonlar1 ile memelilerde hayati éneme sahip kompleks bir organdir. Bobregin
temel yapisal ve fonksiyonel birimi nefrodur. Toksik metaller (pestisitler, herbisitler,
tibb1 olarak kullanilan ¢esitli ilaglar) ya da gen ve protein seviyesinde meydana gelen

kalitsal hasarlar nefronlarin fonksiyon kaybinin temel nedenleridir (Budak et al. 2014b).

Kronik bobrek hastaliklarinda demir diizenleyicisi olan hepsidinin roliinii arastiran bir
grup, yaptig1 deneyle sonucunda hepsidin miktarinda artis tespit etmis ve bu durumun
eritropoietin direncinde ve demir dengesinin kontroliinde yeni bir biyomarkir

olabilecegini belirtmistir (Zaritsky et al. 2009).

Bir grup arastirmaci tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda kronik bdbrek hastaligina
sahip bireyler introvendz demir aldigi zaman oksidatif stres olustugu belirlenmistir.
Ancak olusan bu oksidatif stres ile bobrek hastaliginin arasindaki iligki tam olarak
anlagilamamistir. Ayrica transferrin reseptdrlerinde tam doygunluk meydana gelmedigi
zaman bobrek dokusunda hizli bir sekilde oksidatif stres olustugu tespit edilmistir

(Agarwal et al. 2004).

Biyolojik mekanizmalarin devamliligini saglayan sistemler redoks kontrol sistemleridir.
En 6nemli redoks kontroliinii tiyoredoksin (TRX) ve tiyoredoksin rediiktazdan (TRXR)
olusan Tiyoredoksin sistem saglamaktadir. Bu iki molekiil birlikte gen ekspresyonunun
redoks diizenlemelerini, anti-apoptotik fonksiyonlari, sitokinlerin ve biiylime
faktorlerinin  kontrolii, proliferasyonu, sinyal iletimi ve oksidatif strese karsi
organizmanin korunmasi gibi O6nemli biyokimyasal olaylarin diizenlenmesini
saglamaktadir. Bu 6zelliklerinde dolay:1 Tiyoredoksin sistem 6zellikle kanser gelisimiyle
yakindan iligkili tutulmustur. Malign tiimorlerde Trx’in asir1 ekspresyonu tespit

edilmistir (Lincoln et al. 2003).

Yapilan arastirmalarda karaciger dokusunda cesitli ilaglar, enfeksiyon, dis maruziyetler

ve doku yaralanmalarin ROS olusumunu tetikledigi gozlenmistir. Hiicre icerisinde
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olusan ROS’lar DNA, RNA hasarina ve lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir. Bu
dokuda meydana gelen herhangi bir hasar agir problemlere hatta oliime neden
olabilmektedir. Tiyol redoks proteinleri (Tiyoredoksin sistem), NAD/NADP,
fosforilasyon/defosforilasyon sistemleri karacigerin oksijen radikallerini nétralize ettigi

baslica sistemlerdir (Muriel and Gordillo 2016).

Tiyoredoksin sistem ve Glutatyon sistem antioksidan sistemin iki 6nemli koruyucu
sistemdir. Bir grup aragtirmaci oksidatif stresin sebep oldugu yaslanma, Alzheimer gibi
dejeneratif sonuglara sebep olan 4-hidroksinonenalinin (HNE) varliginda Glutatyon
sistem ve Tiyoredoksin sistemdeki degisimleri arastirmistir. Yapilan deneyler sonucu
Glutatyon sistem enzimi olan glutatyon rediiktazda (GR) bir degisim tespit edilememis
ancak Tiyoredoksin sistem enzimi olan tiyoredoksin rediiktazda (TRXR) onemli

derecede yiikselme tespit edilmistir (Sekil 2.1) (Noguchi 2008).
Glutatyon Sistem Tiyoredoksin Sistem
|R()I| ﬁ
@mﬂbf
[R()()H’ [GsH]
o) GRStz O,

Sekil 2.1. Oksidatif strese karsi iki ana koruyucu sistem (Glutatyon Sistem ve
Tiyoredoksin Sistem) (Noguchi 2008)

Tiyoredoksin sistem, hem DNA onariminda, hem de sentezi i¢in deoksiriboniikleotid
tiretiminde rol oynamaktadir. Mitokondride ve sitozolde bulunan TRXR bir
selenoenzimdir. Bu enzim genis bir substrat spesifikligine sahiptir ancak kemoterapik
ilaglarin ilk hedefidir. Bu tiir ilaglar TRXR’in asir1 ekspresyonuna sebep olabilmektedir.
Baz1 veriler yiiksek TRX’in kemoterapiye direng gelistirebilecegini ileri siirerken, bazi
arastirmalar ise TRX ve TRXR’nin apoptozu indiikledigini ve p53 lizerinden hiicre

Oliimiine gotiirdiigii ortaya atilmistir (Arner and Holmgren 2006).
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Tiyoredoksin iligkili protein (TXNIP), diyabet hastaliklarinda asir1 ekspresyonu ile
mitkemmel bir glikoz duyarliligi saglamaktadir. SIRNA ile Txnip’in susturulmasi
sonucu, damar olusumuna duyarlilik, damar olusumunda go6revli proteinlerin
ekspresyonunda artis ve endotel hiicrelerinde bozulmalar tespit edilmistir. Diyabetik
olmayan seviyelerde Txnip nakavt farelerde, diyabetle ilgili anjiyogenez, kan akim1 gibi
sebeplerden dolayr olusan problemlerde iyilesmenin yavasladigi belirlenmistir. Bu
sonuglar TXNIP’in tek fonksiyonunun TRX ile etkilesim olmadigi sonucunu ortaya
atmistir (Dunn et al. 2014).

Sumida et al. (2003) karaciger yaglanmasi olan hastalarda serumda TRX seviyesinin
tespiti i¢in bir ¢aligma gergeklestirmistir. Serumda TRX seviyesinde yiiksek derece artig
tespit edilmistir. Ayrica ferritin seviyesinde de asir1 artis belirlenmistir. Sonu¢ olarak
karaciger yaglanmasi hastaliginda TRX ve ferritinin iliskisi belirlenmistir ve bu
hastalarda hepatik TRX artis1 karacigerde demir birikimine neden oldugu belirlenmistir.
Karaciger yaglanmasinin, demir birikimine neden olarak oksidatif stres olusturdugu ve
serumdaki TRX seviyesinin bu durum igin bir belirteg oldugu belirlenmistir (Sumida et
al. 2003).

Demir metabolizmasinda RNA’ya baglanarak redoks diizenleyici protein olan IRP1’i
hiicre kiiltiiriinde nitrik oksit (NO) ile inkiibe edilerek, Tiyoredoksin (TRX) ile muamele
edilerek IRP1’in RNA’ya baglanma orani arastirilmistir. TRX’in NO esliginde IRP1’in
RNA’ya baglanma oraninda artig tespit edilmis ve anti-TRX varliginda NO’nun
RNA’ya baglanma oranmin diistiigli goriilmiistiir. Sonu¢ olarak TRX’in NO {iretimi
durumunda IRP1 aktivitesinin bir modiilatorii olarak o6nemli bir rolii oldugunu

belirlemislerdir (Oliveira et al. 1999).

Bir grup arastirmaci diyabetik bobrekte ROS iiretimini ve inflamasyonu tiyoredoksin

iliskili proteinin (TXNIP) diizenledigini tespit etmislerdir (Huang et al. 2016).

Hepatik hiicrelerde inflamasyon ve lipit birikiminde ROS’larin Txnip’in ekspresyonunu

nasil etkiledigi arastirtlmistir. TXnip’mn susturulmasinin inflamasyon aktivatdrlerini, lipit



44

metabolizmasindaki bozulmalar1 ve sican karacigerinde olusan zarar1 azalttif

belirlenmistir (Zhang et al. 2015).

2.1. Amag

Demir homeostazisi canlilar i¢in hayati Oneme sahiptir. Organizmada demir
homeostazisinde meydana gelen bir aksama, demir homeostazisinin ana diizenleyici
organi olan karaciger basta olmak {izere, beyin, kalp, bobrek gibi dokularda agir hasara
neden olmaktadir. Ayrica demir dengesinde olusan bozulmalar alzheimer, parkinson
gibi norodejeneratif hastaliklara, ¢esitli kanser tiplerinin olusmasina, kardiyovaskiiler
hastaliklara, herediter hemakromatosis, beta-talasemi, demir eksikligi anemisi gibi
hastaliklara ve doku yetmezligine neden olmaktadir. Demir depolarinin kontroliinii
saglayan ferroportin, ferritin gibi proteinlerin ve demir homeostazisinin ana diizenleyici
hormonu olan hepsidinde olusan bozulmalar viicutta demir birikimine veya eksikligine

neden olmaktadir.

Demir homeostazisindeki diizensizlikler hiicrelerde siiperoksit radikali olusumuna
neden olmaktadir. Ayrica demir biyomolekiiliiniin asir1 birikmesi sonucu hiicrelerde
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile hidroksil radikali ve hidrosit anyonu gibi
yiiksek derece reaktiviteye sahip reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden
olmaktadir. Olugsan ROS’lar hiicre igerisindeki DNA, RNA, proteinler, yag asitleri gibi
molekiillere saldirarak bu molekiillerin yapilarinda bozulmalara ve organizmada hayati

oneme sahip biyokimyasal reaksiyonlarda aksamalara neden olmaktadir.

ROS’lar hiicre igerisinde normal kosullarda bulunmaktadir ve seviyeleri antioksidan
sistem tarafindan dengelenmektedir. Ancak cesitli ekzojen ve endojen kaynaklar
antioksidan sistemi baskilayarak ROS miktarinda artmalara neden olmaktadir. ROS
molekiillerinde meydana gelen artig enzimatik (Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz
(CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx), Tiyoredoksin (TRX)) ve non-enzimatik
(Indirgenmis glutatyon (GSH), Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), vitamin C ve E gibi)

antioksidanlar tarafindan dengelenmektedir.
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Tiyoredoksin sistem, tiyoredoksin (TRX), tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) ve NADPH
iceren, oksidatif stres durumunda ilgili enzimlere elektron transportunda, redoks
dengesinde, apoptozun diizenlenmesinde, DNA sentezinde ve antioksidan sistemde
onemli rol oynayan bir disiilfit-rediiktaz sistemdir. Tiyoredoksin sistem tiiyesi olan
Tiyoredoksin (TRX) molekiillerin oksidatif stres durumunda katalitik aktif bolgeleri ile
etkilesime gecerek, disiilfit/dithiol degisimlerini katalizlemektedir. Tiyoredoksin
sistemin diger bir liyesi olan Tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) TRX ile ger¢eklestirdigi
bir dizi redoks reaksiyonundan sonra TRX molekiiliiniin aktiflesmesini saglayan
selenyum igeren bir selenoenzimdir. Tiyoredoksin iligkili protein (TXNIP) ise TRX ile

etkilesime girerek TRX’1i tutuklayarak inaktive eden bir proteindir.

Yapilan literatiir taramasinda, asir1 demirin olusturdugu oksidatif stresin elimine
edilmesinde tiyoredoksin sistemin roliiniin ¢alisilmadigi belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi
ile literatiirdeki bu boslugun doldurulmasi amaglanmistir. Bu amagla demir
homeostazisinin ana diizenleyici organi olan karaciger ve bobrek dokusunda demir
birikiminin olusturdugu hasarin giderilmesinde tiyoredoksin sistemin fonksiyonu

arastirilmistir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.1. Tez dahilinde kullanilan kimyasal ve kitler

KiMYASAL ADI SIRKET

Agaroz DNase-RNase-Protease free Sigma Aldrich
Amonyum Siilfat (NH4)2S04) Sigma Aldrich
Akril Amid SigmaAldrich
Amonyum Persiilfat (APS) Sigma Aldrich

Antikor (B-Aktin)

Santa Cruz Biotech

Antikor (Tiyoredoksin Rediiktaz)

Santa Cruz Biotech

Antikor (Tiyoredoksin Iliskili Protein)

Santa Cruz Biotech

(MOPS)

Bisakril Amid Sigma Aldrich
Bromfenol Mavisi Sigma Aldrich
Coomassie G-250 Brilliant Blue Sigma Aldrich
Demir Ol¢iim Kiti (MAK025) Sigma Aldrich
Diklorodifeniltrikloroetan (DDT) Sigma Aldrich
5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) Sigma Aldrich
Etanol Riedel-de Haen
Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) Sigma Aldrich
Gliserol Carlo Erba
Glisin Sigma Aldrich
Glutatyon Rediiktaz (GR) Sigma Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma Aldrich
Izopropil Alkol Sigma Aldrich
Indirgenmis L- Glutatyon (GSH) Sigma Aldrich
B-Merkaptoetanol Sigma Aldrich
Metanol Sigma Aldrich
3-N-Morfolino Propansiilfonik Asit ) )
Sigma Aldrich
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Cizelge 3.1. (devam)

B-Nikotinamit Adenin Diniikleotid Fosfat Sigma Aldrich
Hidrat (NADP+)
B-Nikotinamit Adenin Diniikleotid 2’- Sigma Aldrich
Fosfat Rediikte Tetrasoydum Tuz Hidrat
(NADPH)
Okside L-Glutatyon (GSSG) Sigma Aldrich
Potasyum Fosfat (KH2PQOy4) Sigma Aldrich
Potasyum Kloriir (KCI) Sigma Aldrich
Primer ve Prob Metabion
Protein Markir Thermo Fischer
Proteaz Inhibitorii Sigma Aldrich
Polivinilidin Diflorid Membran (PVDF) Macherey Nagel
QIAzol Lysis Reagent Qiagen
RNA Yiikleme Tamponu Invitrogen
RNAaz Zap Sigma Aldrich
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit Qiagen
Sodyum Deoksikolat Sigma Aldrich
Yagsiz Siit Tozu (Skim Milk Powder) Sigma Aldrich
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma Aldrich
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma Aldrich
cDNA Sentez Kiti (SuperScript 11 First- .

) Invitrogen
Strand cDNA Kkit)

Kemiliiminesans Substrat
(SubstratSuperSignal™ West Piko
Substrate (ECL Reagent))

Thermo Fisher Scientific

Kemiliiminesans Substrat
(SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (ECL Reagent)

Thermo Fisher Scientific

Tert-biitil Hidroperoksit (tbst-Hprx) Sigma Aldrich
Trikloroasetik Asit Riedel-de Haen
Trizma Base Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich

Tween-20

Riedel-de Haen
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Cizelge 3.1. (devam)

N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin . .
Sigma Aldrich

(TEMED)

2-Vinilpiridin Sigma Aldrich

Whatman Blotlama Kagidi Bio-Rad

3.2. Kullanilan Materyal ve Cihazlar

Cizelge 3.2. Tez dahilinde kullanilan materyal ve cihazlar

MATERYAL ve CIHAZ MARKA

BioRad Goriintiileme Cihazi Bio-Rad

Blotlama (Semidry Blotter) Cihazi Bio-Rad

Buzdolabi (+4°C) Ugur

Ceker Ocak Space Series Fume Cupboard

Derin Dondurucu (-20°C)

Vestel FT 280, Siemens

Derin Dondurucu (-86°C)

New Brunwick Premium U410

Distile Su (dH20) Uretme Cihaz mp MINI Pure
Elektroforez (Dikey) Cihazi Bio-Rad
Elektroforez (Yatay) Cihazi Bio-Rad

Fusion FX Goruntileme Cihazi

Vilber Lourmat

Gii¢ Kaynagi

Thermo EC 135-90

Hassas Terazi

Denver Instrument

Homojenizator

Benchmark Scientific BeadBlaster

Isitic1 Blogu

Lab Line

Kesim Aletleri

Fine Science Tools

Kar Uretme Cihazi

Scotsman

Magnetik Karistiric Wisd WiseStir MSH-20A
Mikrodalga Firin Beko MD 1500
Mikropipet Takimi Eppendorf

Mini Santrifiij AOSHENG 40




Cizelge 3.2. (devam)
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Nanodrop Thermo Scientific Multiscan GO
Otoklav HMC HIRAYAMA

PCR Bio-Rad C1000 Thermal Cycler
pH Metre Mettler Toledo

Real-Time PCR Qiagen

Sogutmal1 Santrifiijler

Hettich Mikro 220R

UV-VIS Spektrofotometre

Beckman Coulter

Vorteks Wisd WiseMix VM-10
1.5-3.0 mm Zirconium Beads BeadBug™

15-50 mL Falcon Tiip ve Raklar Isolab

1, 1,5 ve 3 mL’lik kuvartz kiivetler Merck

1,5-2 mL’lik Tipler ve Raklar Isolab

0,1 mL-0,2 mL’lik PCR Tiipii Qiagen

Pipet Ucu Eppendorf

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

Cizelge 3.3. Tez dahilinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

COZELTI ADI

ICERIK

%30°luk Akrilamid-Bisakrilamid

37,5 g Akrilamid, 1 g Bisakrilamid
alinarak 128 mL dH.O igerisinde
37°C’de ¢ozdiiriildii ve karanlikta

saklandi.

%10’luk Amonyum persiilfat (APS)

2 mL igin; 1,8 mL distile su (dH20)
icerisinde 0,2 g APS ¢ozdiiriildii.

%10’luk SDS

9 mL saf suda 1 g SDS ¢ozdiiriildii.

1,5 M Tris/[HCI Tamponu

181,7 g Tris 900 mL dH20 iginde
¢oziildi, 1 M HClI ile pH:8,8’e
ayarlanip hacim distile su ile 1 L’ye

tamamlandi.




Cizelge 3.3. (devam)
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%35’lik Bloklama Cozeltisi

95 mL TBST igerisinde 5 g Yagsiz Siit
Tozu (Skim Milk Powder) veya Sigir
Serum Albiimin (BSA) ¢ozdiiriildii.

10X Transfer Cozeltisi

20 g Glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS 900
mL dH20 igerisinde ¢ozduriildii ve
pH:8,3’e ayarlanarak son hacim distile
suile 1 L’ye tamamlandi.

10X TBS Cozeltisi

20 g Glisin, 58 g Tris, 3,7 g SDS 900
mL dH20 igerisinde ¢ozdiirtldi ve
pH:8,3’e ayarlanarak son hacim distile
suile 1 L’ye tamamlandi.

10X Tris-Glisin Elektroforez
Cozeltisi

30,2 g Tris, 188 g Glisin, 100 mL %10
SDS 1 L dH20 igerisinde ¢ozdiriildii.

5X SDS Yiikleme Tamponu
(Laemmli Buffer)

2,5 mL Tris/HCI ¢ozeltisi, 0,771 g
DTT, 0,05 g brom fenol mavisi, 5 mL
%350 gliserol, 1 g SDS alind1 ve toplam
hacim dH20 ile 10 mL’ye tamamland.
Alikuatlara ayrilarak -20°C’de saklandi.

Jelde Yiiriitillecek RNA Cozeltisi

1 uL izole edilen RNA, 3,5 puLL ddH-0,
0,5 pL MOPS soliisyonu, 5 pL
formamid karistirildi. Karigim 65°C’de
15 dk inkiibe edilerek hazirlandi.

0,15 mol/L izotonik NaCI Cézeltisi

100 mL dH0 iginde 0,87 g NaCl
¢oziilerek hazirland1 ve +4°C’de
saklandi.

Bradford (Commassie Blue) Cozeltisi

100 mg Commasie-Brillant Blue G-250,
50 mL metanolde ¢oziiliip lizerine
%385°1lik 118 mL fosforik asit ¢ozeltisi
eklenerek toplam hacim 1 L’ye
tamamlandi. Aliiminyum folyo ile
kaplanarak oda sicakliginda saklandi.

20X MOPS Caozeltisi

41,9 g MOPS 4,1 g sodyum asetat ve
2,6 g EDTA 350 mL DEPC’li suda
¢oziildii. Daha sonra NaOH ile pH:7’ye
ayarlandi ve son hacim DEPC’li suyla
500 mL’ye tamamland1 ardindan
otoklavlanip +4°C’de saklandi.




Cizelge 3.3. (devam)

o1

1X MOPS Cozeltisi

Onceden hazirlanmis olan 20X MOPS
sollisyonundan 25 mL alind1 ve iizerine
475 mL dH20 eklendi.

1X Transfer Cozeltisi 10X Transfer ¢ozeltisinden 100 mL,
700 mL dH20, 200 mL metanol
karigtirildi.
10X TBS ¢ozeltisinden 100 mL alinarak

1X TBST Cozeltisi 900 mL dH20 ile 1 L’ye tamamland1 ve

1 mL Tween-20 ilave edildi.

Tris-Glisin Elektroforez Cozeltisi

10X Tris-Glisin Elektroforez
Cozeltisinden 100 mL alinarak 900 mL
dH20 ile 1 L’ye tamamland:.

RIPA Buffer

150 mM sodyum klortir, %1 Triton X-
100, %0,5 sodyum deoksikolat, %0,1
sodyum dodesil siilfat (SDS), 50 mM
Tris alindi, bir miktar dH20 igerisinde
coziildiikten sonra pH:8,0’e ayarland1
ve son hacmi 25 mL’ye tamamlandi.

50 mM Potasyum Fosfat Cozeltisi

1,02 gr KH2PO4, 135 mL dH20 i¢inde
cozdiiriildii ve pH:7,4’e ayarlandi. Son
hacim 150 mL’ye tamamland1 ve
+4°C’de saklandi.

Stripleme Cozeltisi

15 gr Glisin, 1 gr SDS, 10 mL Tween-
20 bir miktar dH.0 iginde ¢6zdirildi
ve pH:2,2’ye ayarlandi. Son hacim 1
L’ye tamamlandi.

3,4 mM EDTA’h 0,1 M Potasyum
Fosfat Cozeltisi

0,68 gr K-fosfat (monobazik) 40 mL saf
suda ¢ozdiirtildi. pH:7,5’a ayarlandi.
0,099 gr EDTA eklendi ve tekrar pH’a
bakildi, son hacim 50 mL’ye
tamamlandi.

20 mM GSSG Cozeltisi

0,122 gr GSSG alind1 ve 10 mL saf
suda ¢ozdiirtildii.

2 mM NADPH Cozeltisi

0,0083 gr NADPH alind1 ve 5 mL saf
suda ¢ozdiirtiildii.

20 mM GSH Cozeltisi

0,061 gr GSH alind1 ve 10 mL saf suda
cozdiiriildii.
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Cizelge 3.3. (devam)

100 mM K-fosfat (monobazik) alind1 ve
100 mM Potasyum Fosfat Cozeltisi 90 mL saf suda ¢ozdiiriildii. pH:6,5’e
ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye

tamamlandi.
2 uL 500 Unit’lik GR ¢ozeltisinden
0,5 EU/ mL GR Cozeltisi alindi ve 2 mL’ye dH,0 ile tamamlandi.
7 mM Tert-butil Hidroperoksit 9,61 pL tert-butil hidroperoksit alindi ve
Cozeltisi 10 mL’ye tamamlandi.
2 uL 500 Unit’lik Glutatyon rediiktaz
0,5 EU GR Cozeltisi ¢ozeltisinden alindi ve son hacim 2
mL’ye tamamlandi
%5’lik TCA Cozeltisi 5 gr TCA almip son hacim 100 mL
olacak sekilde dH>O’da ¢6zdiiriildii.
6 mM DTNB Cozeltisi 0,0071 gr DTNB alindi ve 3 mL

EDTA’l1 tamponda ¢oziildii.

0,3 gr Tris alinip, 40 mL dH20 ¢oziildi
50 mM Tris-HCI Céozeitisi ve pH:8,0’a ayarlandi. Ardindan son
hacim 50 mL’ye tamamlandi.

3.4. Farelerde Sistemik Demir Yiiklemesi Modelinin Olusturulmasi

Aragtirma “Tip60 Geninin Demir Homeostasizi ve Inflamasyon Uzerine Etkisinin Fare
Karacigerinde Arastirilmasi® konulu Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) 1147277 nolu 1001 Programi Arastirma Projesinde kullanilan fare
karaciger ve bobrek dokulart ile gergeklestirildi. Kontrol ve demir yiiklemesi yapilan
muamele grubu olmak tizere iki grup olusturuldu. Her bir grupta 5’er adet 8-10 haftalik
BALB/c 1rki erkek fare bulunduruldu. Deney siiresince fareler standart nem, 151k (12
saat giin 15181/12 saat karanlik) ve oda sicakliginda (20-25°C) muhafaza edildi. Standart
fare yemi ve yeterli miktarda ultrapiir su (ddH2O) ile beslendi. Farelerin ortama
adaptasyonu icin 3 giin beklendikten sonra muamele grubunda sistemik demir
yiiklemesi olusturmak igin 5 mg dekstran5 soliisyonu (100 mg/mL stok soliisyondan 50
pul, Sigma Aldrich-d8517), 3 hafta boyunca haftada iki defa (toplamda 6 doz)

intraperitonal olarak verildi. Buna paralel olarak kontrol grubu farelere ise 0,5 mg



53

dekstran5 soliisyonundan 100 pL (5 mg/mL stok soliisyondan 100 puL, Chemos GmbH,
Regenstauf) intraperitoneal olarak verildi. Son enjeksiyondan sonraki enjeksiyon
giiniinde farelerin boynu kirilarak sakrifiye edildi ve karin bosluklari longitudinal
abdominal insizyon ile a¢ilarak aragtirmaya yonelik olarak karaciger ve bobrek dokulari

toplandi. Elde edilen dokular -86°C’de muhafaza edildi.
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3.5. Real Time PCR Uygulamasi

3.5.1. Total RNA izolasyonu

Arastirmaya yonelik olarak, kontrol ve demir yiiklemesi yapilmis muamele grubu fare
karaciger ve bobrek dokularindan cDNA kiitiiphanesi olusturmak amaciyla total RNA
izolasyonu PureLink™ RNA Mini Kitindeki (Ambion by Life Technologies) protokole
gore gerceklestirildi.

RNA izolasyonu i¢in homojenat hazirlanisi asagidaki gibi gergeklestirildi:

e  Wash buffer Il iizerine 60 mL %100 etanol eklendi.

e 1 mL QIAzol Lysis Reagent 10 puL p-merkaptoetanol eklenerek liziz buffer
olusturuldu.

e En fazla 40 mg fare karaciger ve bdbrek dokusu alinarak 2 mL’lik kapakli
eppendorf tiiplerine konuldu.

e  Uzerine 1,2 mL liziz buffer eklenen dokular homojenizatdr (Benchmark Scientific
BeadBlaster) yardimiyla 4260 rpm’de 30 sn pargalandi.

e Homojenizasyondan sonra 2600 g’de 5 dk 25°C’de santrifiij edildi.

e Siipernatant yeni bir tiipe aktarildi.

PureLink™ RNA Mini Kiti ile RNA izolasyon protokolii asagidaki protokol uygulandi:

1. 1:1 hacminde homojenatlara %70’lik alkol eklenip vortekslendi.

2. Spin Cartridge tiipe < 700 pL 6rnek transfer edildi.

3. 1200 g’de 15 sn 25°C’de santrifiij edildi ve alttaki s1v1 uzaklastirildi.

4. 2 ve 3. adimlar tekrarlandi.

5. 700 uL Wash Buffer I, Spin Cartridge tiipe eklendi. 12000 g’de 15 sn 25°C’de
santrifiij edildi.

6. Kolon yeni bir Collection tiipe aktarildu.
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7. 500 uL. Wash Buffer II kolona eklendi. 12000 g’de 15 sn 25°C’de santrifiij edildi.
8. Alttaki s1vi uzaklagtirildi.

9.7 ve 8. adimlar tekrar edildi.

10. 12000 g’de 1 dk 25°C’de santrifiij edildi.

11. Kolon yeni bir Recovery tiipe aktarildi.

12. 30-100 uLL RNase Free Water kolona eklendi.

13. Oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi.

14. 2 dk 12000 g’de 25°C’de santrifiij edildi.

15. Kolonlar atild1 ve elde edilen tliplerdeki RNA’lar -86°C’de muhafaza edildi.

3.5.2. Total RNA’nin agaroz jel elektroforezinde incelenmesi

Jel elektroforezi, makromolekiilleri elektriksel yiikleri, molekiil agirliklart ve diger
fiziksel 6zelliklerine gore ayiran bir analiz yontemidir. Agaroz ve poliakrilamid jellerin
kullanildigi bu yontem yiiklii partikiillerin elektrik akimi altinda jel ortaminda hareket
etmesi esasina dayanir. Elektrik alaninin, molekiilii jel ortaminda hangi hizla hareket
ettirdigi molekiiliin 6zelligine gore degismektedir. Biyolojik makromolekiiller (amino
asitler, proteinler, peptitler, niikleotid ve niikleik asitler gibi) iyonlasabilen gruplara
sahiptir ve pH bagimli olarak ¢6zelti igerisinde katyon (+) veya anyon (-) elektrik yiikii
tastyan tiirler olarak bulunurlar (Westermeier 1997).

Total RNA jelde 28S (veya 23S) ve 18S (veya 16S) rRNA bantlar1 olarak goriiliir. 18S
rRNA bandi 28S rRNA bandinin yaklasik yarisi kadar parlaklik olusturur. Bu 2:1 orani
toplam RNA’nin par¢alanmadan elde edildiginin bir gostergesidir (Kocpinar 2015).

3.5.3. Agaroz jelin hazirlanisi

5,64 mL 20X MOPS ¢ozeltisine sirastyla, 0,9 g agaroz ve 85,5 mL ddH2O eklendikten
sonra mikrodalgada kaynatildi. Hazirlanan ¢ozelti 37°C’ye soguduktan sonra 20,04 pL
formamid ve 16,5 pL Etidyum bromiir (EtBr) eklenerek jel polimerlesmeye birakildi.
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3.5.4. Yiiriitiilecek RNA dérneginin hazirlanisi

izole edilen RNA &rneklerinden 1 pL almarak 3,5 pL ddH20 ile karistirildi. Bu
islemden sonra 0,5 uL 20X MOPS ve 5 pL formamid eklenerek 65°C’de 15 dk
inkiibasyona birakildi. Ardindan RNA ornekleri 1 pL 6X yiikleme tamponu ilave
edilerek agaroz jele yiiklendi.

3.5.5. Elektroforez islemi

Hazirlanan agaroz jele 7-10’ar pL kadar RNA o6rnekleri yiiklendi. Yiiklenen 6rnekler 80
V (Volt) 30 dk yiriitildi. Ydiritme islemi bittikten sonra goriintiileme cihaziyla

(Quantum Vilber Lourmat) jelin goriintiisii alindi.

3.5.6. Total RNA’nin konsantrasyon ve safhiginin belirlenmesi

DNA ve RNA izolasyonu sonrasi miktar tayininde absorbsiyon esasina dayanarak
calisan spektrofotometrik 6l¢iim yapan cihazlar kullanilir. Cesitli kaynaklardan elde
edilen niikleik asitlerin safligini belirlemek ve miktar tayini yapabilmek i¢in 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda dl¢tim yapilmasi gereklidir. Herhangi bir kirlilik igermeyen saf
DNA oOrneklerinde Aze0/A2g0 orani yaklasik olarak 1.8 degerinde o6lg¢iim verir.
Proteinlerin ve izolasyonda kullanilan fenoliin olusturdugu kirlilik durumunda 1.8’in
altinda, istenmeyen RNA larin varliginda ise 1.8 in iistiinde bir deger elde edilir. Saf
RNA &rneklerinde Azeo/Azso orani ise yaklasik olarak 2 degerinde dlgiim verir. Izole
edilen RNA orneklerinin spektrofotometrik 6l¢imii nanodrop (Thermo Scientific
Multiscan GO USA) ile belirlendi (Bastem 2017).

3.5.7. ¢cDNA kiitiiphanesinin hazirlanmasi

Izole edilen mRNA’lardan cDNA sentezi i¢in ProtoScript First Strand cDNA Sentez Kiti
(New England BioLabs) kullanildi.
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cDNA kiitiiphanesinin olusturulmasi Cizelge 3.4’de gosterildigi gibi uygulandi,

Cizelge 3.4. cDNA sentez kiti protokolii

Komponent Bilesenler Hacim (nL)
Total RNA 1-6
Niikleaz Free Water Degisken miktar
d(T)23 VN (50 uM) 2
Total Hacim 8

e Komponent bilesenler steril mikrosantrifiij tlipline konuldu. RNA igeren bu
ornekler 70°C’de 5 dakika siireyle denatiire edildi. Kisaca spin edildi ve buz iizerine
konuldu (Bu basamak opsiyoneldir).

e Tiiplere (her bir tiip i¢in) asagidaki bilesenler eklendi:

M-MuLV Reaction Mix 10 pl
M-MuLV Enzyme Mix 2 ul

e Random primer kullanildig1 i¢in 20 pl olan cDNA sentez reaksiyonu 42°C’de 1 saat
basamagindan dnce 25°C’de 5 dakika inkiibasyon basamagi eklendi.

e Enzim 80°C’de 5 dakika basamagiyla inaktive edildi. cDNA sentez islemi
BIORAD C1000TM Thermal Cycler cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

e Elde edilen cDNA’lar Real-Time PCR’da kullanilmak {izere -20°C’de saklandi.

3.5.8. Primer ve prob dizaym

3.5.8.a. Primer ve prob dizayni i¢in gen sekansina ulasiimasi

Tez dahilinde calisilacak Tiyoredoksin sistem genleri olan Tiyoredoksin (Trx),
Tiyoredoksin Rediiktaz (TrxR) ve organizmadaki demir homeostazisinde biiyiik 6neme

sahip olan Hepsidin (Hamp), Ferritin (Fth) ve Ferroportin (Fpn) genlerine spesifik
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olarak tasarlanacak olan primer ve prob dizayni i¢in National Center for Biotechnology
Information (NCBI) databazi kullanildi. NCBI ana sayfasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na girilerek Sekil 3.2’deki gibi “All databases”

boliimiinden “Gene” sekmesi se¢ildi ve arama motoruna gen bilgisi (kisa veya uzun adi

ya da ID numarasi) girilerek “Search” tikland.

& NCBI  Resources & How To ¥ Sign in fo NCBI
o= NCBI | All Databases v ILGILI GENIN ID YADA ISMININ YAZILDIGI BOLUM m
National Center for All Databases -
bl
| Biocollections
NCBlHome  |BioProject NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) BioSample PubMed
[ BioSystems ter for Biotechnology Information advances science and health by providing access to ubMe:
All Resources Books snomic information Bookshelf
Chemicals & Bioassays | ClinVar | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Clone P
" ubMed Health
e Conserved Domains .
DNA & RNA dbGaP bmit Download Learn BLAST
Domains & Structures dbVar manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Nucleotide
Genes & Expression yases computer class or watch a tutonal Genome
Genetics & Medicine Genome | SNP
Gene
Genomes & Maps GEO DataSets Gene
GEO Profiles Protein
Homology GSS
PubChem
Literature GTR
HomoloGene -
Proteins = "
S Anal NCBI News & Blog
sguence fnahse Develop Analyze Research
Taxonomy T ’ S November 28th NCBI Minute: An update
Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and to “API Keys for Better E-Utilities and
Training & Tutorials libraries to build applications data analysis task collaborative projects EDirect Access to NCBI Data®
Variation 211
Nn Tiiacdav Ninvamhar 782 2N17 NCR

Sekil 3.2. Primer ve prob dizayn etmek icin kullanilan NCBI sayfasi

Tez dahilinde galisilacak model organizma olarak fare kullanildig: i¢in ilgili boliime
“Musmusculus (house Mouse)” yazilarak Sekil 3.3’teki gibi bu organizmaya ait gen

bilgilerine ulasildi.
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Gene v |Thioredoxin 1 [Mus musculus (house mouse)]l m

Create RSS Create alert Advanced

Tabular » 20 per page » Sort by Relevance « Send to: «

Filters: Manage Filt¢
See Txn1 thioredoxin 1

txn1 in Mus musculus Rattus norvegicus Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 All 8 Gene records

Results by taxon

Top Organisms [1

Search results Mus musculus (7}
Rattus norvegicus
Items: 1 to 20 of 26 Selected: 1 Page (1 |of2 Next Last Homo sapiens (3)

Leishmania brazil

© See also 1 discontinued or replaced items Leishmania panal

A The following term was not found in Gene: musmusculus All other taxa (7)
More
) Name/Gene ID = Description Location Aliases MIM
-7 Txn1 thioredoxin 1 [Mus musculus (house mouse)] Chromosome 4 ADF, AW550880, Find related data
66 NC_000070.6 Trx1, Txn Datab Select
(57943373_57956411 alabase: | Setec
complement)
Txn1 thioredoxin 1 [Rattus norvegicus (Norway rat)] Chromosome 5 Txn
ID: 116484 NC_005104.4
(75049735..75057731
complement) Search details

Sekil 3.3. Primer ve prob dizayn etmek i¢in kullanilan organizmanin segcildigi ve ilgili
genin Ozelliklerini gosteren NCBI sayfasi

Istenilen genin aratilmasi sonucu Sekil 3.3°de goriildiigii gibi secildi ve Sekil 3.4°de

istenilen genin gen ve protein sekanslarina ulasildi.

~| NCBI Reference Sequences (RefSeq) 2|(7
= RefSeqs maintained independently of Annotated Genomes
These reference sequences exist independently of genome builds. Explain
MRNA and Protein(s)

’NM 011660.3 » NP_035790.1 thioredoxin
See identical proteins and their i for NP_035790.1

Status: VALIDATED

Source sequence(s) | AK007537, AL929406
Consensus CDS | CCDS18207.1
UniProtKB/Swiss-Prot | P10639
Related | ENSMUSP00000030051.5, OTTMUSP00000007887, ENSMUST00000030051.5, OTTMUST00000017076
Conserved Domains (1) summary

pfam00085  Thioredoxin; Thioredoxin
Location:7 — 104

= RefSeqgs of Annotated Genomes: Mus musculus Annotation Release 106

The following sections contain reference sequences that belong to a specific genome build. Explain

Sekil 3.4. Qlgili genin, gen ve protein sekansini gosteren NCBI sayfast

Veri tabaninda MRNA ve protein kisminda gen sekans kodu “NM_....”, protein sekans

kodu ise “NP_....” olarak gosterilmistir. Sekil 3.5°de goriildiigi gibi “NM_....” olan gen
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sekans kodu tiklanarak istenilen genin sekans ve diger bilgilerinin bulundugu bir

sonraki sayfaya ulasildi.

GenBank «

Mus musculus thioredoxin 1 (Txn1), mRNA
NCBI| Reference Sequence: NM_011660.3

Graphics

Sekil 3.5. flgili genin sekansinin bulundugu veritabani

llgilenilen genin detayli olarak sekansina ulasilabilmek icin Sekil 3.6°daki FASTA

sekmesi tiklandi ve ekzon ve intron bolgelerini igeren mRNA sekansina ulasildi.

DS

202..519

/gene="Txnl"

Jgene_synonym="ADF; AWS558880; Trxl; Txn"

/note="trx; ATL-derived factor"

/codon_start=1

/product="thioredoxin"

/protein_id="NP_@35798.1"

Jdb_xref="CCDS:CCDS18267.1"

Jdb_xref="GeneID:22166"

Jdb_xref="MGIL:MGI:58874"
Jtranslation="MVKLIESKEAFQEALAAAGDKLVVYDFSATWCGPCKMIKPEFHS
LCDKYSNVVELEVDVDDCQDVAADCEVKCMPTFQRFYKKGOKVGEFSGANKEKLEASIT
EYA"™

Sekil 3.6. Ilgili genin protein kodlayan bdlgesinin gosterildigi internet sayfasi

Sekil 3.6’deki goriilen sayfanin alt kisimda ilgilenilen gene ait bazi o6zelliklerin

bulundugu ve bir genin protein kodlayan bolgesi olarak ifade edilen “CDS” sekmesinin
bulundugu Sekil 3.6’deki sayfa mevcuttur. Bu “CDS” sekmesi secildi ve Sekil 3.7 deki

sayfaya ulasildi. Bu “CDS” boliimii ilgili gene spesifik primer ve prob dizayn edilirken

genin hangi boliimiiniin kullanilmasi gerektigini gosterdigi i¢in yarar saglamaktadir.
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ORIGIN

1 ccaggcgect tggeggacge gggaggeggg aagegegtcc ccgeecgegeg tgececcgtecg

61 ccccgeccctg ctgegetccg cectatttct ataaagagaa ggcgggegec geactcggtt

121 gcaagctccg ttgggegect tggatccatt tccatctggt tctgectgaga cgegtgtggc

L3 AR I J I L eI A LW a tggt gaag ctgatcgaga gcaaggaage ttttcaggag

241

301

361

421

481 CETACEEEI AR CEl St aR s IS CEmTiTiaasEt catgctctga aaagtgtaac
541 cagctaccag ctgtttaaaa cctgtacctt ttttaatttg caasaaaacta tgaagtgtgg
601 agagtctata cccaactgcc atctgattat aaatgacaat aaaatattaa ttctaccctt
661 tttaaaactg cctgatgtgt tttaatataa atgagaaatg gcctgattta gtcccctaag
721 ccactgcttt aaggcaaaaa gataggagct ggagaggtgg ctcagtcgtt tagaacattg
781 cctgttcttg cagagggceca aagttcagtt ctcagecatcc atacggcage tacctgttcec
841 tccagttcca gggaatctga tgtcctctac tggccaccat gggcaccaag catgtctgaa
901 gtacatgtac attacatgta actaacatac acataaactt tttaaaatct ttttttaaaa
961 cttaatattt agttgtagaa aatctcgttt attcggttac attaasaagtc ttgggggeeg
1021 ggtattttac cttaataaat aaacatggtc ¢

Sekil 3.7. Trx1 genine ait kodlanan ve kodlanmayan dizinin bulundugu veritabani

Sekil 3.7°de gosterilen sekans dizisinde yer alan satir bosluklari ve sira sayilar1 primer
ve prob dizayn isleminde sonraki adimda gesitli sorunlar olusturabilecegi i¢in bu
sayfanin sag alt kosesinde bulunan “FASTA” sekmesi segilerek Sekil 3.8’deki sira
sayist ve satir aralarinda bosluk bulunmayan gen sekansina ulagildi. Ardindan
http://bioinfo.ut.ee/primer3/ programi kullanilarak, genlere ait ekspresyon seviyelerini

belirlemek i¢in primer ve prob dizayni yapildi.

FASTA ~

Mus musculus thioredoxin 1 (Txn1), mRNA
NCEBI Reference Sequence: NM_011660.3
GenBank Graphics

>NM_011660.3:282-519 Mus musculus thioredoxin 1 (Txnl), mRNA
ATGGTGAAGCTGATCGAGAGCAAGGAAGCTTTTCAGGAGGCCCTGRCCGCCGLGGGAGACAAGCTTGTCG
GGTGGACTTCTCTGCTACGTGGTGTGGACCT TGCAAAATGATCAAGCCCTTCTTCCATTCCCTCTGTGA

AAGTATTCCAATGTGGTGTTCCTTGAAGT GEGATGTGGATGACTGCCAGGATGTTGCTGCAGACTGTGAA
1 [CAAATGCATGCCGACCTTCCAGTTTTATAAAAAGGGTCAAAAGGTGGGGGAGT TCTCCGGTGCTAACA
AGGAAAAGCTTGAAGCCTCTATTACTGAATATGCCTAA

Sekil 3.8. Trx1 genine ait FASTA dizisi

Primer ve prob tasarlarken dikkat edilmesi gereken bazi noktalar;
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e Probun baglanma sicakligi genellikle primerin baglanma sicakligindan ~10°C

yiiksek olmali,

e  Probun sogurucunun tutturulacagi 5’ucu G ile bitmemeli,

e  Probun GC igerigi genellikle %35-65 arasinda olmali,

e Genellikle G ve C ile baglayan dizilimler tercih edilmemeli,

e Primer ve problarin kendi aralarinda ve kendi kendilerine baglanma ihtimalleri

olabildigince diisiik olmali,

e Amplifikasyon bdlgesinin boyutu 60-150 bp arasinda secilmeli.

Prlmer3 (v. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence.

Checks for mispriming in template.
Primer3plus interface

There is a newer version of Primer3 available at hitp:/primer3.ut.ee

Paste source sequence below (53, string of ACGTNacgtn -- other letters treated &s N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs

(repeat library); | NONE v

ATGGTGAAGCTGATCGAGAGCAAGGRAGLTTTT CAGEARGCCCTGECCACCACGEGARACAAGCTTGT(G
TGATGEACTTCTITGCTACGTGETATGGACCT T GCAAANTGATCAAGCCCTTCTTCCATTCCCTCTGTGA
CAAGTATTCCAATQTGAETGT TCCTTGAAGTGGATGTGGATGACTGCCAGCATCTTGCTGCAGACTGTGAA
GTCAAATGCATGZCGACCTTCCAGTTTTATARAAAGGGT CARAAGG TGGGEGGAGTTCTCCGETGL TAACA
AGGAAAAGCTTGAAGCCTCTATTACTGAATATGCCTAA

¢ Pick left primer, or use left primer below:§ "/ Pick hybridization probe (internal
ligo). or use oligo below:

¥ Pick right primer, or use right primer below (5' to 3' on opposite strand):

Sekil 3.9. Primer ve prob tasarlamak i¢in kullanilan veritabani

Sekil 3.9°de gosterildigi gibi primer ve prob dizayn edilecek mRNA dizisi bos kutucuga

kopyalandi, left primer, right primer ve TagMan yontemi kullanilacagi igin prob

kutucuklari isaretlendi.



Product Size Ranges [80-250
Number To Return |5 Max 3' Stability 9.0

Max Repeat Mispriming 12.00 Pair Max Repeat Mispriming 24.00
Max Template Mispriming 12.00 | Pair Max Template Mispriming 24.00

Pick Primers || Reset Form
General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 18 Opt: |20 Max: |23

Primer Tm Min: |59.0 Opt: |60.0 Max: 61.0 Max Tm Difference: 100.0  Table of thermodynamic parameters: | Breslauer et al 1986 v
Product Tm Min: Opt: Max:

Primer GC% Min: [20.0 Opt: Max: 80.0

Max Self Complementarity: 5 Max 3' Self Complementarity: 3.00

Max #N's: 0 Max Poly-X: 2

Inside Target Penalty: Outside Target Penalty: 0 Note: vou can set Inside Target Penalty to allow primers inside a target
First Base Index: 1 CG Clamp: 0

Concentration of monovalent cations: 50.0 Salt correction formula: Schildkraut and Lifson 1965 ¥

Concentration of divalent cations 0.0 Concentration of INTPs 0.0

Sekil 3.10. Primere ait bilgilerin girildigi sayfa

Sekil 3.10°de goriilen sayfada bulunan “General Primer Picking Conditions” kisminda
primer ve prob dizayni i¢in gerekli olan boyut, baglanma sicakligi (Tm), %GC oran,
amplifikasyon bolgesi uzunlugu degerleri arzu edilen sekilde girildi ve ‘Pick Primers’

sekmesi tiklanarak Sekil deki primer ve prob dizilimleri elde edildi.

Hyb Oligo (Internal Oligo) General Conditions

Hyb Oligo Size: Min |18 Opt 20 Max 23

Hyb Oligo Tm: Min|69.0 Opt|70.0 Max |71.0

Hyb Oligo GC% Min: 0 Opt: Max: 30

Hyb Oligo Self Complementarity: 12.00 Hyvb Oligo Max 3' Self Complementarity: [12.00
Max #Ns: 0 Hyb Oligo Max Poly-X: 2
Hyb Oligo Mishvb Librarv: NONE v |Hyb Oligo Max Mishvb: 12.00
Hyb Oligo Min Sequence Quality: 0

Hyb Oligo Cone of monovalent cations: |50.0 Hyb Oligo DNA Concentration: 50.0
Hyvb Oligo cone of divalent cations: 0.0 Hyvb Oligo [dNTP] 0.0

Sekil 3.11. Proba ait bilgilerin girildigi sayfa
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Primer3 Output

No mispriming library specified

No hyb oligo mishyb library specified

Using 1-based sequence positions

WARNIMNG: Hybridization probe is unacceptable: Tm too high

OLIGO start _len tm gck __any _ 3' seq

LEFT PRIMER 863 18 60.09 61.11 2.00 ©.80 TGLTGGCGGTAGGAAGAG
RIGHT PRIMER 1881 208 59.97 55.880 4.0 3.09 AGCCTCCATACAGCCTCTGA
HYBE OLIGO See 22 78.69 63.64 3.0 ©0.09 TGGCTTAGAGACCGTGGGLGTG

SEQUENCE SIZE: 150@
INCLUDED REGION SIZE: 1580

PRODUCT SIZE: 219, PAIR ANY COMPL: 6.88, PAIR 3' COMPL: 2.00

1 ATGAATGGCTCCAAAGATCCCCCTGGGRTCCTATGACTTCGACCTGATCATCATTGGAGGA
61 GGCTCAGGAGGACTGGCAGCAGCTAAGGAGGCAGCCAAATTTGACAAGAAAGTGLCTGGTC
121 TTGGATTTTGTCACACCGACTCCTCTTGGGACCAGATGGGGTCTCGRAGGAACGTGTGTG
181 AATGTGGGTTGCATACCTAAGAAGCTGATGCACCAGGCAGCTTTGCTCGGACAAGCTCTG

241 AAAGACTCGCGCAACTATGGCTGGAAAGTCGAAGACACAGTGAAGCATGACTGGGAGAAA
Sekil 3.12. Tasarlanan primer ve probuna ait 6zellikleri gésteren sayfa
Dizayn edilen primer ve probun baska genlerle homolojisinin olup olmadigi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ veritabani kullanilarak Sekil 3.13’deki gorildiigi
gibi kontrol edildi ve Sekil 3.14’deki blastlama sonuglari elde edildi.
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BLASTN programs se
Enter Query Sequence e

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subran

- From
Ilgili gene ait primer sekansimn yazildig: alan I

To

Or, upload file

<

| Dosya Se¢ Dosya segilmedi
Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search @

Align two or more sequences

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript Mouse genomic + transcript] '® Others (nr etc.):

MNucleotide collection (nr/nt) L]
Organism
Optional [Mus musculus (taxid10090) | Exclude
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown @
Exclude Models (XM/XP) L Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for hi

Show results in a new window

Sekil 3.13. Gen sekans homolojisinin kontrol edildigi organizmaya 6zgii blast sayfasi

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 B 50-80 M 50-200 W >=200

Query
| | | I | |
1 4 8 12 16 20

Sekil 3.14. Tasarlanan primer ve probun homolojisinin kontrol edilmesi i¢in
blastlandig1 sayfa

Bu islemler sonucu belirlenen arastirma dogrultusunda kullanilacak en uygun primer ve

prob listesi Cizelge 3.5’de goriilmektedir.
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Cizelge 3.5. Gen ekspresyon profillerine bakilacak genler i¢in dizayn edilen primer ve
prob listesi

Gen Ad1 | Gen Erisim No | Primer- ilgili Dizi (5>-3°) Tm
Prob (°C)

Hamp Forward CTGCCTGTCTCCTGCTTCTC 60.3
NM_032541.1 Reverse TGTCTGCCCTGCTTTCTTCC 60.4

Prob Fam-GCCAGCCTGAGCAGCACCACC-Tamra 72.0

Fpn Forward TCGGACTGGTCTATTCTCAGG 58.0
NM_016917.2 Reverse ACACTGGCTCCACATTCACA 58.0

Prob Fam-TCTCCGTATTCATGCCTGGAAGCC-Tamra 67.0

Fth Forward AAGTGCGCCAGAACTACCAC 60.0
NM_010239.2 Reverse TTCAGAGCCACATCATTCTCG 60.0

Prob Fam-TCTCCGTATTCATGCCTGGAAGCC-Tamra 70.0

Trx Forward TCCAATGTGGTGTTCCTTGA 54.1
NM_011660.3 Reverse CCTTGTTAGCACCGGAGAAC 55.7

Prob Fam-TCAAATGCATGCCGACCTTCCA-Tamra 59.6

TrxR Forward TGCTGGCGGTAGGAAGAG 57.0
NM_011660.3 Reverse AGCCTCCATACAGCCTCTGA 57.7

Prob Fam-TGGCTTAGAGACCGTGGGCGTG-Tamra 64.6
B-Aktin Forward AATCGTGCGTGACATCAAAG 59.72
NM_007393.4 | Reverse CGTTGCCAATAGTGATGACCT 59.32
Prob Cy5-ATGGCCACTGCCGCATCCTC-BQ2 69.42

3.5.8.b. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) analizi

PCR, DNA veya cDNA iizerinde belirlenen bir ya da birden fazla gen bdlgesinin in
vitro sartlarda ¢ogaltilmasi esasina dayanan bir yontemdir. 1986 yilinda Mullis ve
arkadaglarmin icat edip, 1993 yilinda kimya alaninda Nobel 6diilii aldiklari, molekiiler
diizeydeki ¢alismalara yenilik getiren bu bulus daha sonra Gradientli PCR, Multipleks
PCR, Nested PCR, Real Time PCR gibi PCR yo6ntemlerin gelistirilmesine yol agmuistir.

Cesitli yaymlarda adindan Florasan Kantitatif RT-PCR, Kantitatif-Kinetik PCR olarak
bahsedilen Real Time PCR (qRT — PCR) klasik PCR sonucu olusan gen kopyalarinin
sayisal degerlere doniistiiriilebildigi, PCR reaksiyonu sirasinda ¢esitli florasan boyalar

ile Real Time yani eszamanli olarak reaksiyonun izlenebildigi ve istenilen sayida
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dongiide gergeklestirilebilen bir PCR ¢esididir. SYBR Green ve TagMan olarak
reaksiyonlar dizayn edilebilir. SYBR Green i¢in hazirlanan mix de primer ile birlikte
prob bulunmaz ve ckspresyon analizi yapilacak hedef gen ile referans olarak
kullanilacak (housekeeping) gen iki ayri tiipe pipetlenir ve ayri1 sekilde reaksiyona
sokulur. TagMan ise primer ile birlikte prob dizayn edilmis ise hedef gen ve
housekeeping gen tek bir tiip i¢inde olacak sekilde bir mix hazirlanir ve tek tiip
reaksiyona girer. Bu yontem hassasiyet acisindan daha giivenilirdir ve hata pay1 azdir.
TagMan da dizayn edilen hedef gen probunun 5’ ucuna raportor florokrom 6-
carboxyfluorescein (FAM), 3’ ucunda baskilayic1 florokrom 6- carboxy-tetramethyl-
rhodamine (TAMRA) floresan etiketi takildi.

Aragtirmaya yonelik olarak demir yiiklemesi yapilmis 4 muamele grubu ve 5 adet
kontrol grubu farelerden olmak {izere toplam 9 adet fareden alinan karaciger ve bobrek
dokularindan izole edilen total RNA dan Reverse Transkriptaz enzimi yardimiyla elde
edilen cDNA’lar 1:10 oraninda seyreltilerek Real Time PCR reaksiyonu i¢in kullanildi.

Real Time PCR uygulamasinda kullanilan reaksiyon karisimi ve pipetleme prosediirii

Cizelge 3.6’da gosterildigi gibi uygulandi.

Cizelge 3.6. Tagman Probe (Multipleks Real Time PCR) reaksiyonunda her tiip igin
kullanilan kimyasal konsantrasyonu ve kullanilan miktar

Bilesenler Son Konsantrasyon Miktar (uL)

ddH20O (Steril) - 8,5
TaqMan® Probe Master 1X 12,5
Mix

Hedef gen-Forward 0,8 pmol 0,25
Primer

Hedef gen- Reverse 0,8 pmol 0,25
Primer
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Cizelge 3.6. (devam)

Referans gen- Forward 0,8 pmol 0,25
Primer (B-Aktin)

Referans gen- Reverse 0,8 pmol 0,25
Primer (B-Aktin)

Hedef gen- Prob 0,4 pmol 0,15
Referans gen-Prob 0,4 pmol 0,25
(B-Aktin)

cDNA 0,02 ng/ pL 2,5
Total 25

3.5.8.c. Real Time PCR sonuclarinin istatistiki analizi

Kontrol ve muamele gruplarindan elde edilen sonuglarin analizinde kullanilan ACt

metodunun formiilii asagidaki gibidir;

Ekspresyon Seviyesi = 2 © 1 referans) - © T(Heden

2: Hedef geni ¢ogaltan primer etkinlik orani (Bu oran %100’e yakin ise 2 alinir.)

CT Referans: Reaksiyon sirasinda referans (housekeeping) genin miktarsal olarak

anlamli degisiminin gergeklestigi deger

CT Hedef: Reaksiyonu sirasinda hedef genin miktarsal olarak anlamli degisiminin

gerceklestigi deger

Kontrol ve demir yiiklemesi muamele gruplarindan elde edilen sonuglarinin
degerlendirilmesi GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA) Software 7.0 istatistik
programindan yararlanilarak yapildi ve Unpaired t test uygulandi. Biitiin sonuglarda

mean + standard hata (SEM) degerleri analiz edildi. Yildiz olarak ifade edilen degerler
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istatistiksel analiz sonucu elde edilen p 6nem degerlerini ifade etmektedir. Onem
derecesine gore yildiz sayisi 1 ile 3 arasinda dogru orantili olarak degismektedir.
p>0,05=ns (not significant) dnemsiz, p<0,05=* (significant) 6nemli, p<0,01=** (very
significant) ¢ok onemli, p<0,001=*** (highly siginificant) yliksek derecede 6nemli
olarak degerlendirildi.

3.6. Antioksidan Sistem Bagintili Bazi Metabolit Seviyelerinin Ol¢iimii

3.6.1. Indirgenmis-yiikeltgenmis glutatyon (GSH-GSSG) seviyelerinin él¢iimii

GSH yapisinda bulunan siilfidril grubunun asitte ¢oziinmesi ile tiyol grubunun
enzimatik ve kimyasal islemler ile 6l¢iilmesi sonucu bu bilesigin miktar tayini belirlenir.

412 nm’de belirlenen absorbans degerleri pumol/ml olarak 6lgiiliir (Ansari et al. 1980).

Glutatyon miktari, Griffith (1980) tarafindan uygulanan yontemin modifikasyonuyla
olgtldi.

Kontrol ve demir yiiklemesi muamele grubu fare karaciger ve bobrek dokulari toplam
ve yiikseltgenmis glutatyon (GSH-GSSG) seviyeleri 6l¢iimii asagidaki sira izlenerek
yapildi;

e 1:5 oraninda %5’lik TCA ¢ozeltisi ile homojenizator (Benchmark Scientific
BeadBlaster) kullanilarak 3500 speed 5 cycle (her cycle 1 dk siireyle) olmak iizere
parcaland,

e +4°C 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

e Elde edilen silipernatantlarin iizerine 1,25 M K2COz eklendi (6rn: 300 pL
slipernatant i¢in 38,7 uL Ko.COs eklendi).

e Daha sonra +4°C 12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar
toplam glutatyon (GSH-GSSG) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) 6l¢timleri igin iki

basamaga ayrildi.
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Birinci basamak toplam glutatyon (GSH) seviyesinin 0Olgiildiigli basamaktir.
Homojenatlar 412 nm dalga boyunda 5 dk siire ile glutatyon miktar tayini asagidaki

Cizelge 3.7’de gosterilen pipetleme prosediirii uygulanarak olgiildii.

Cizelge 3.7. GSH ve GSSG o6l¢iimiinde kullanilan pipetleme prosediirii

KOR (pL) NUMUNE (uL)

200 mM K-fosfat tampon 230 200
(50 mM EDTA’lh)

2 mM NADPH 30 30
Stipernatant - 30
0,5EU/ mL GR 10 10
6 mM DTNB 30 30
Toplam Hacim 300 300

Ikinci basamakta ise bir diger metabolit olan yiikseltgenms glutatyon (GSSG)

seviyesinin Ol¢iildiigli basamaktir.

Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) metabolit 6lglimii i¢in asagidaki sira takip edildi;

e Her 100 pL’lik homojenat 6rnegi tizerine 8 pL 2-vinilpiridin ilave edilip oda
sicakliginda (15-25°C) 1 saat inkiibasyona birakidi. Bu basamak indirgenmis
glutatyonun (GSH) yiikseltgendigi asamadir.

e Indirgenmis glutatyonun (GSH) DTNB (5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoikasit)) ile
konjugasyonu Olgiilerek yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) miktar1 belirlendi.

e  Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) metobalit Ol¢limiinde kullanilan pipetleme
prosediirii Cizelge 3.6’da gosterildigi gibi uygulandi.
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e 412 nm dalga boyunda 5 dk siireyle absorbansin kinetik degisimi bagli 6l¢iim
yapildi.

GSH ve GSSG ol¢tim degerlendirmeleri i¢in kullanilan standart egri grafigi Sekil
3.15°de verildi.

GSH Standart Egrisi

0,8000
0,7000 y = 0,0867x - 0,0965
0,6000
0,5000
0,4000
0,3000
0,2000
0,1000

10,0000

GSH (ng/pL)

OD 412

Sekil 3.15. Glutatyon standart grafik egrisi

3.7. Karaciger ve Bobrek Dokusunda Demir iceriginin Belirlenmesi

Kontrol grubu ve demir yiiklemesi yapilan muamele grubu farelerden alinan karaciger
ve bobrek dokularindaki demir igerigi miktar tayini Sigma Aldrich firmasindan alinan
kit (MAKO025) ve kite ait prosediir uygulandi. 593 nm dalga boyunda mikroplate
okuyucu (Thermo Scientific Multiskan Go) kullanilarak demir igerigi 6l¢iimii yapildi.
Verilen prosediir dogrultusunda hazirlanan standart grafik ile kullanilacak denklem
belirlendi. Total demir konsantrasyonu (Sa) hesaplandiktan sonra numune hacmi

(Sv)’ne boliinerek biitiin numunelerin konsantrasyonu ayr1 ayri uM olarak hesaplandi.

Total demir igerigi hesaplamalarinda kullanilan standart egri grafigi Sekil 3.16°da

gosterilmistir.
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Sekil 3.16. Total demir icerigi standart egrisi

3.8. Kantitatif Protein Ekspresyon Analizi

3.8.1. Western blot analizi

Molekiiler biyolojide yaygin olarak kullanilan 6nemli bir teknik olan western blot,
hiicrelerden kompleks bir karisim halinde izole edilen proteinlerin ayrilmasina ve
kimliklendirilmesine yardime1 olur. Bu teknik 3 asamada gergeklestirilir. Birinci asama,
SDS-PAGE iizerinde proteinlerin art1 kutba (anot) go¢ ettirilerek molekiil agirliklarina
gore ayrilmasidir. Ikinci asama her bir proteinin ayr1 ayr1 bantlar olusturdugu kati bir
yiizey olan membran iizerine proteinlerin transfer edilmesi ve ligiincli asama ise hedef
proteine uygun olarak tasarlanan primer ve sekonder antikor ile muamele edilen

membran tizerinde proteinlerin gorsellestirilmesidir (Mahmood and Yang 2012).

Western blot teknigini olusturan dort basamak asagida verilmistir;

e SDS-PAGE iizerinde molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinlerin poliviniliden

florit (PVDF) membrana transferi ile gergeklestirilen blotlama basamagi,
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e Spesifik olmayan proteinlerin baglanmalarin1 engellemek i¢in PVDF membranda
blotlama sonrast baglanamayan proteinlerin ilgisiz bir proteinle baglanmasi ile
uygulanan bloklama basamagi,

e Hedef proteine spesifik antikorlarla inkiibasyon basamagi,

e Proteinlerin goriintiilenme basamagi (Budak vd 2016).

3.8.1.a. Fare karaciger ve bobrek dokusundan total protein ekstrakte edilmesi

Kontrol ve demir yiiklemesi muamele grubu fareler boyunlar kirilarak sakrifiye edildi
ve longitudinal abdominal insizyon yontemiyle alinan karaciger ve bobrek dokulari
alikuatlara ayrildi. Western blot teknigi i¢in kullanilacak protein homojenat1 hazirlanana

kadar alikuatlar -86°C’de muhafaza edildi.

Protein ekstrakte edilmesi i¢in asagidaki sira izlendj;

e Fare karaciger ve bobrek dokularina 1:5 oraninda RIPA buffer eklendi.

e Dokular BeadBugTM 1,5 veya 3,0 mm boyutundaki zirkonyum ‘beads’ bilyeler
kullanilarak homojenizator (Benchmark Scientific BeadBlasterTM) ile 3000 speed 4
cycle (her cycle 1 dk ve her 1 dk’da 5 sn araliklarla) olmak {izere pargalandi.

e Homojenatlar 13000 rpm, 4°C’de 30 dk santrifiij edildi ve siipernatantlar alindu.

e Daha sonra protein ekstraktina Bradford yontemi uygulanarak miktar tayini yapildi.

100 mL RIPA tamponuna, 1/50 oraninda B-merkaptoetanol ve 1 tablet proteaz
inhibitori ilave edilerek kullanildi (Budak vd 2016).

3.8.1.b. SDS jelinin hazirlanmasi ve yiiklenmesi

Western blot ile tayin etmek istenilen hedef proteinin molekiil agirligina uygun olan jel,
yikleme ve ayirma jeli olmak {izere iki kisimdan olusmaktadir. Jel yiizdesi

belirlendikten sonra Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9°da gosterildigi gibi yilikleme ve ayirma
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jeli hazirlandi. Yiiklemeden once konsantrasyon 6l¢iimii Bradford yontemi ile yapilan
proteinlere 1XSDS-PAGE yiikleme tamponu (Laemmli Buffer) ilave edildi ve 95°C‘lik
1sitma blokunda 10 dk kaynatildi ve proteinler denatiire edildi. Bu islemin sonunda
proteinler 10 dk buzda inkiibe edildi ve yiikleme jeline optimize edilen miktarlarda
yiiklendi. Yiikleme islemi bittikten sonra 50 Voltta 30 dakika jel elektroforezinde
yiriitiildii. Protein Ornekleri jel {lizerinde yiikleme jelinden ayirma jeline ge¢meye
basladiklarinda voltaj 120 Volta yiikseltildi ve yaklasik 90 dakika yiiriitiilmeye devam
edildi (Budak 2016).

Cizelge 3.8. SDS PAGE jel elektroforezi i¢in kullanilan ayirma jeli soliisyon miktari

Jel Yiizdesi | %8(mL) | %10(mL) | %12(mL) | %214(mL) | %16(mL)
Distile su 6,9 59 4,9 3,9 2,9
%030
Akrilamid- 4 > 0 { 8
Bisakrilamid
1,5M Tris 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
pH:8,8
%10 SDS 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
%10 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Amonyum
persiilfat
(APS)

TEMED 0,009 0,006 0,006 0,006 0,006
TOPLAM 15 15 15 15 15
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Cizelge 3.9. SDS PAGE jel elektroforezi i¢in kullanilan yiikleme jeli soliisyon miktari

TOPLAM 1mil 2ml 3ml 4 ml 5ml
Distile su 0,68 0,14 2,1 2,7 34
%30 0,17 0,33 0,5 0,67 0,83
Akrilamid
1M Tris 0,13 0,25 0,38 0,5 0,63
pH:6,8
%10 SDS 0,01 0,02 0,03 0,04 0,5
%10 APS 0,01 0,02 0,03 0,04 0,5
TEMED 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005

3.8.1.c. Jeldeki proteinin membrana transferi (blotlama), bloklama ve hedef

proteinlerin goriintiilenmesi

Molekiil agirliklarina gore SDS-PAGE jelde ayrilan proteinler BioRad TransBlotR
TurboTM Transfer System semidry blotter cihazi kullanilarak PVDF membran iizerine

transfer edildi.

Tranfer icin islemler asagidaki gibi gergeklestirildi.

e Membranlar kullanilmadan 5 dakika metanol ile muamele edildikten sonra 1X
Transfer Buffer ile 5 dakika muamele edildi.

e Semidry Blotter cihazina sirasi ile 1 adet Whatman blot kagidi, PVDF membran,
jel, 1 adet Whatman blot kagidi konuldu. 25 Volt 2,5 Amper 7 dakika siireyle blotlama
yapildu.

e Blotlama islemi bittikten sonra membran 10 dakika TBST ile yikandi.

e Bloklama ¢6zeltisi (%5 Skim Milk Powder veya %5 Bovine Serum Albumin) ile 1-
1:15 saat oda sicakliginda muamele edildi.

e PVDF membran 4°C’de 1 gece boyunca ya da oda sicakliginda 1 saat primer

antikor ile inkiibasyona birakildu.
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e Inkiibasyon bittikten sonra 5 kez 5 dakika veya 3 kez 10 dakika TBST ile yikama
yapildi.

e HRP konjuge edilmis sekonder antikor oda sicakliginda 1-1:15 saat inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyon islemi bittikten sonra membran 5 kez 5 dakika ya da 3 kez 10 dakika
TBST ile yikanarak goriintiileme basamagina gecildi.

e Antikorun kimyasal etkilesim ile sinyal olusturarak istma vermesi i¢in Femto ve
Pico substratlar1 (ECL Reagent) kullanildu.

e BioRad ChemiDoc™ Touch Imaging System cihazi kullanilarak membranin

kemiliiminesans goriintiisii elde edildi (Budak vd 2016).

Western blot teknigi ile elde edilen hedef proteinler ve housekeeping protein olarak
analiz edilen B-Aktin, kemiliiminesans sinyal yogunlugunun sayisal veriler ile
belirlenmesinde kullanilan ImageJ software programi kullanilarak degerlendirildi.
Deney sonuglarinin giivenilirliligi ve deneysel siire¢te meydana gelen hatalarin gozardi
edilebilmesi agisindan her bir western blot deneyi 3 tekerriir olarak yapildi. Deney
sonuglarinin istatistiki degerlendirilmesi i¢in daha 6ncede bahsedilen GraphPad Prism
version 5.00 (GraphPad Software, San Diego California USA) istatistik programi
kullanild1 ve Unpaired t-testi yapilarak p degerleri, p>0,05=ns (not significant) 6nemsiz,
p<0,05=* (significant) dnemli, p<0,01=** (very significant) ¢cok dnemli, p<0,001=***
(highly siginificant) yiiksek derecede 6nemli olarak degerlendirildi.
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2016)
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Cizelge 3.10. Western blot uygulamasi i¢in kullanilan primer antikor listesi

Santacruz TRXR 55-60 1:1000 %5 BSA %12 +4°C
Sc-28321 kDA Cozeltisi 1 gece
Santacruz | TXNIP 50-55 1:1000 %5 BSA %12 +4°C
Sc-271237 kDA Cozeltisi 1 gece
Santacruz | B-Aktin 35-45 1:5000 %5 BSA %12 +4°C
Sc-47778 kDA Cozeltisi 1 gece

Cizelge 3.11. Western blot uygulamasi i¢in kullanilan sekonder antikor listesi

Santa cruz Goat anti-mouse 1:10000 Oda Sicaklig
Sc-2005 IgH-HRP 1:15 saat

3.9. Spesifik Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

3.9.1. Bradford (Commassie Blue) metodu ile protein tayini

Bradford reaksiyonu Commasie Brillant Blue G-250, metanol ve fosforik asit igeren bir
bilesik olan Bradford ¢o6zeltisi ile yaygin olarak kullanilan oldukg¢a duyarlt bir protein
tayin yontemidir. Commasie Brillant Blue G-250 boyasi 6zellikle arjinin ve aromatik
aminoasitler gibi aminoasitlerin asidik ve bazik gruplari ile esleserek mavi renk
olusumunu saglar. Olusan mavi rengin siddeti proteinin yapisinda bulanan aminoasitlere
baghdir yani proteinin primer yapist baglanma orami agisindan Onemlidir. Boya
herhangi bir aminoasite bagli olmadig: sartlarda 465 nm dalga boyunda min. absorbans

verirken aminoasit ile baglandig1 zaman 595 nm dalga boyunda max. absorbans verir.
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Kontrol ve demir yiiklemesi yapilmis fare muamele gruplarindan alinan karaciger ve
bobrek dokularinda yapilan Bradford yontemi ile proteinlerin tayini asagidaki sira

izlenerek yapilds;

e Ornek sayis1 ve buna ek olarak bir adet kor igin en az 5 mL’lik cam tiipler
hazirlandi.
e Ornekler 10 uL homojenat + 90 pL saf su olacak sekilde 1:10 oraninda seyreltildi.

e Her bir cam tiipe ¢izelge de gosterildigi gibi Bradford ¢ozeltisi ve 6rnek eklendi.

Cizelge 3.12. Bradford (Coomassie Blue) protein tayini metodunda uygulama prosediirii

Kimyasallar KOR(uL) NUMUNE(uL)
dH20 100 -
Stipernatant - 100
Bradford Cozeltisi 4900 4900
Toplam Hacim 5000 5000

e Tiipler once kisa siire vorteks edildi ve ardindan oda sicakliginda 15 dakika
inkiibasyona birakild.

e Inkiibasyon sonunda her bir tiip 595 nm dalga boyunda kére kars: 6liildii.

e Elde edilen sonuglar bu homojenatlar ile yapilan biitin EU/mg hesaplamalarinda

kullanildi.

3.9.2. Tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) spesifik enzim aktivitesi ol¢ciimii

Tiyoredoksin Rediiktaz enziminin aktivite Ol¢limii icin gerekli olan homojenat
hazirlama prosediiriinde, kontrol ve demir yiiklemesi yapilan fare muamele grubundan
alinan karaciger ve bobrek dokularindan yaklasik olarak 0,03 g tartilan dokularin 5 kati
kadar homojenat tamponu (100 mM pH:7 olan K-fosfat tamponu) ile homojenizator
(Benchmark Scientific BeadBlaster) kullanilarak 3000 speed 5 cycle her cycle 1 er
dakika olmak {izere homojenize edildi. Homojenatlar 13000 rpm de 30 dakika +4°C’de
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santrifiij edildi. Stipernatant alind1 ve asagida goriilen Cizelge 3.13’deki Tiyoredoksin

Rediiktaz enzim aktivite 6l¢iim prosediirii izlendi;

Cizelge 3.13. TRXR spesifik enzim aktivitesi Ol¢limiinde kullanilan pipetleme
prosediirii

KOR(pL) NUMUNE(uL)

100 mM K-fosfat Tamponu 200 200

(10 mM EDTA’])

%1°lik Etanol 100 100

0,2 mg/ml BSA 100 100
Stipernatant - 10

dH20 400 390

0,2 MM NADPH 100 100
5mM DTNB 100 100
Toplam Hacim 1000 1000

Tiyoredoksin Rediiktaz enzim aktivitesi yukarida gosterilen pipetleme prosediiriine
uygun olarak gerceklestirildi ve 412 nm dalga boyunda 1 mL’lik kuvarz kiivetler
kullanilarak her biri 3 dakika 3 kez ol¢lim yapildi ve absorbanslar kaydedildi. Elde
edilen absorbans degerleri kullanilarak enzim aktivitesi (EU/mL) hesaplandi. Daha

sonra protein tayini sonuglari ile birlestirilerek spesifik aktivite (EU/mg) hesaplandi.

protein)
ml

Spesifik aktivite(EU/mg) = Abs ~ (e X t) XVt + Vo X Sf X (1 +mg
ADbs : 412 nm’de 6lgiilen absorbans degeri
€:412 nm’de 1 mM NADPH’ 1 ekstinksiyon katsayisi
t : Enzim aktivitesinin toplam 6l¢iim zamani
Vt: Toplam hacim
Vo : Kullanilan 6rnek hacmi

Sf : Seyreltme faktorii
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3.9.3. Glutatyon rediiktaz (GR) spesifik enzim aktivitesi 6l¢ciimii

Glutatyon Rediiktaz enzimi aktivite 6lglimiinde, kontrol ve demir yiiklemesi yapilan
muamele grubu farelerden alinan karaciger ve bobrek dokular tartildi ve 5 kat1 kadar
homojenat tamponu (1 mM DDT, 1 mM EDTA ve 1 mM PMSF igeren 50 mM Tris
HCI) eklendi. Ardindan homojenizator (Benchmark Scientific BeadBlaster) kullanilarak
3 kez 3 dk (her dakika sonunda 5-10 sn buzda bekleterek) pargalama yapildi ve 1 saat
+4°C’de 13500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda silipernatantlar alindi ve
asagida goriilen Cizelge 3.14’deki prosediir izlendi;

Cizelge 3.14.GR spesifik enzim aktivite 6l¢iimiinde kullanilan pipetleme prosediirii

KOR(uL) NUMUNE(uL)

1 M K-fosfat Tamponu

pH:7,5 200 200
dH20 600 590
Homojenat - 10

20 mM GSSG 100 100

20 MM NADPH 100 100
Toplam Hacim 1000 1000

Glutatyon Rediiktaz enzim aktivitesi yukarida gosterilen pipetleme prosediiriine uygun
olarak gergeklestirildi ve 340 nm dalga boyunda 1 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak
her biri 3 dakika 3 kez 6l¢iim yapildi ve absorbanslar kaydedildi. Elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak enzim aktivitesi (EU/mL) hesaplandi. Daha sonra protein tayini

sonuglari ile birlestirilerek spesifik aktivite (EU/mg) hesaplandi.

Spesifik aktivite(EU/mg) = Abs +~ (e X t) XVt + Vo X Sf X (1 +mg

ADbs : 340 nm’de Olgiilen absorbans degeri

€ :340 nm’de | mM NADPH’1n ekstinksiyon katsayis1

ml

protein
—)
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t : Enzim aktivitesinin toplam 6l¢iim zamani
Vt: Toplam hacim
Vo : Kullanilan 6rnek hacmi

Sf : Seyreltme faktorii

3.9.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) Spesifik Enzim Aktivitesi Olciimii

Glutatyon Peroksidaz enzimi aktivite l¢timii i¢in gerekli olan homojenatlar kontrol ve
demir yiiklemesi yapilan muamele grubu farelerden alinan karaciger ve bobrek dokulari
Glutatyon Rediiktaz enzimi aktivite Ol¢limii homojenat hazirlama prosediiriine gore
yapildi. Elde edilen homojenatlarin asagida goriilen Cizelge 3.15’deki prosediire gore
Olclimii yapildi.

Cizelge 3.15. GPx spesifik enzim aktivitesi dl¢limiinde kullanilan pipetleme prosediirii

KOR(uL) NUMUNE(uL)

1 M K-fosfat Tamponu 100 100
(pH:8,0)

dH.0O 580 590

20 mM GSH 100 100

10 EU/mI GR 100 100

2 mM NADPH 100 100
Homojenat 10 10

t-bst Hprx - 10
Toplam Hacim 1000 1000

Glutatyon Peroksidaz enzim aktivitesi yukarida gosterilen pipetleme prosediiriine uygun
olarak gergeklestirildi ve 340 nm dalga boyunda 1 mL’lik kuvarz kiivetler kullanilarak
t-bst Hprx’e kadar pipetleme yapildi ve 5 ila 10 dakika boyunca Ol¢lim yapilarak
absorbans degisiminin sabitlenmesi beklendi. Absorbans degeri sabitlenince hizli bir

sekilde kuvarz kiivetlere t-bst Hprx eklendi ve her biri 3 dakika 3 kez 340 nm dalga
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boyunda 6l¢iim yapildi ve absorbanslar kaydedildi. Elde edilen absorbans degerleri
kullanilarak enzim aktivitesi (EU/mL) hesaplandi. Daha sonra protein tayini sonuglari

ile birlestirilerek spesifik aktivite (EU/mg) hesaplandi.

protein

ml)

Spesifik aktivite(EU/mg) = Abs ~ (e X t) XVt + Vo X Sf X (1 +~mg

ADbs : 340 nm’de Olgiilen absorbans degeri

€:340 nm’de | mM NADPH’ 1 ekstinksiyon katsayisi
t : Enzim aktivitesinin toplam 6l¢iim zamani

Vt : Toplam hacim

Vo : Kullanilan 6rnek hacmi

St : Seyreltme faktorii
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Arastirmaya yonelik kontrol ve demir yiiklemesi modeli olusturulan muamele grubu
fare karaciger ve bobrek dokusunda 6nemli bir enzimatik antioksidan olan Tiyoredoksin
sistem ftyeleri, tiyoredoksin (TRX), tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) ve tiyoredoksin
iligkili protein (TXNIP) kantitatif gen ve protein seviyesinde degisimleri incelendi.
Ayrica organizmada demir homeostazisinde gorevli Hamp, Fpn, Fth genlerinin
kantitatif gen ekspresyon profilleri incelendi ve yapilan demir yiiklemesinin farelerde
demir homeostazisini nasil etkiledigi arastirildi. Oksidatif stres ve antioksidan sistem
arasindaki dengenin bozuldugu taktirde miktar1 degisen markir niteligindeki bazi
metabolit seviyelerindeki degisimleri arastirildi. Antioksidan sistem i¢in 6nemli bazi
proteinlerin kantitatif protein ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in spesifik enzim

aktivitesi tayini yapildi.

4.1. Karaciger ve Bobrek Dokusunda Kantitatif Demir I¢eriginin Belirlenmesi

Aragtirmaya yonelik olarak kontrol ve muamele grubu farelerden alinan karaciger ve
bobrek dokusundaki kantitatif demir igerigi Demir Ol¢iim Kiti (MAKO025) kullanilarak
spektroskopik olarak belirlendi. Kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman karaciger
(p<0,001) ve bobrek dokusunda (p<0,05) artis belirlendi (Sekil 4.1).

A) Karaciger B) Bibrek
Total demir Total demir
= 259 —_— ~ 8 —_—
= 2 ] ——
S 154 =
iy A
T = 4
B 104 &
E
= 3
z 7 =
= 3
= 0 r = 0 .
Kontrol Demir ¥tiklemesi Kontrol Demir Yiiklemesi

Sekil 4.1. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda total demir igeriginin
belirlenmesi, B) Kontrol ve muamele grubu fare bobrek dokusunda total demir igeriginin
belirlenmesi
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4.2. Total RNA izolasyon Analizi

Kontrol ve muamele grubu farelerden alinan karaciger ve bdbrek dokusundan
PureLink™ RNA Mini Kiti (Ambion by Life Technologies) kullanilarak total RNA
izole edildi. Elde edilen total RNA agaroz jelde yiiriitiildii. 285 RNA ve 18S RNA’nin
izolasyonundan elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.2°de gosterilmistir. Ribozomal
RNA’nin izole edildiginin gosterilmesi, mRNA’nin da basarili bir sekilde izole

edildiginin gostergesidir.

A) Karaciger

Kontrol Demir yiiklemesi

B) Bébrek

Sekil 4.2. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusundan izole edilen RNA’larin
agaroz jel elektroforez goriintiisii, B) Kontrol ve muamele grubu fare bobrek dokusundan izole
edilen RNA’larn agaroz jel elektroforez goriintiisii

Izole edilen total RNA &rneklerinin konsantrasyonlar1 260 nm dalga boyunda nanodrop
cihazi (Thermo Scientific Multiskan GO) kullanilarak spektrofotometrik olarak olgiildii.
Izole edilen RNA’larm konsantrasyonlar1 260 nm dalga boyunda &lgiildii ve saflik

dereceleri 260/280 oran1 ile spektrofotometrik olarak belirlendi. Kontrol ve muamele
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grubu fare karaciger ve bobrek dokularindan izole edilen RNA 6rneklerinin
konsantrasyon miktarlari ve saflik dereceleri Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusundan elde edilen total
RNA saflik ve konsantrasyon miktar1

Deney Gruplar RNA Saflik (A260/A280) RNA Konsantrasyon
(ng/pl)
Kontrol 1 2,0 2207
Kontrol 2 2,1 1948
Kontrol 3 19 1527
Kontrol 4 19 1168
Kontrol 5 2,1 1792
Demir Yiiklemesi 2,2 1501
Demir Yiiklemesi 2,1 1100
Demir Yiiklemesi 2,0 1408
Demir Yiiklemesi 2,1 1385

Cizelge 4.2. Kontrol ve muamele grubu fare bobrek dokusundan elde edilen total RNA
saflik ve konsantrasyon miktari

Deney Gruplari RNA Saflik (A260/A280) RNA Konsantrasyon
(ng/pl)
Kontrol 1 1,9 2055
Kontrol 2 1,9 2027
Kontrol 3 2,0 1996
Kontrol 4 2,0 1504
Kontrol 5 2,1 1628
Demir Yiiklemesi 2,2 1304
Demir Yiiklemesi 1,9 2103
Demir Yiiklemesi 2,0 1856
Demir Yiiklemesi 2,1 1765

Izole edilen total RNA kullanilarak cDNA sentezi yapildi. ¢cDNA’lar Bio-Rad
C1000TM Thermal Cycler cihazi yardimiyla New England BioLabs ProtoScript First
Strand ¢cDNA sentez kitinde bulunan protokole uygun gergeklestirildi. Elde edilen
cDNA’larin  konsantrasyonu nanodrop cihazt kullanilarak 6lciildi ve cDNA

konsantrasyonlari esitlendi.
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4.3. Real Time PCR Analizi Sonuclar:

4.3.1. Karaciger ve bobrek dokularinda demir metabolizmas1 markir genlerinin

kantitatif gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

Kontrol ve muamele grubu fare karaciger ve bobrek dokusunda demir homeostazisinin
saglanmasinda kilit rol oynayan, Hepsidin (Hamp), Ferritin (Fth), Ferroportin (Fpn)
kantitatif gen ekspresyon seviyesi incelendi. Kontrol ve muamele grubu fare karaciger
dokusunda Hamp, Fth ve Fpn genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinde kontrol
grubuyla kiyaslandigi zaman muamele grubunda (p<0,001) artis tespit edildi. Kontrol
ve muamele grubu fare bobrek dokusunda Fth ve Fpn genlerinin mRNA ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman muamele grubunda Fth geninde
(p<0,01) azalis tespit edilmis, Fpn geninde ise (p<0,05) degisim gbézlemlenmedi (Sekil
4.3).

Hepsidin demir homeostazisi, inflamasyon, enfeksiyon ve metabolik sinyallerin
diizenlenmesini saglayan antimikrobiyal bir peptittir. Insanlarda Hepsidin, HAMP geni
tarafindan hem demir diizenleyen hem de akut faz proteini olarak akut ve kronik
inflamasyon durumunda sitokinler ve en ¢okta interlokin-6 (IL-6) etkisi ile karacigerde

sentezlenen bir proteindir (Pigeon et al. 2001).

Karacigerde eksprese olan bir gen oldugu i¢in bébrek dokusundan elde edilen cDNA
orneklerinde Hamp geninin Real Time PCR analizi herhangi kaydadeger bir sonuca

varilamayacagi i¢in gerceklestirilmedi.
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Sekil 4.3. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda Fth, Fpn ve Hamp genlerinin
MRNA ekspresyon seviyelerinin Real Time PCR uygulamasi ile belirlenmesi, B) Kontrol ve
muamele grubu fare karaciger dokusunda Fth ve Fpn genlerinin mRNA ekspresyon
seviyelerinin Real Time PCR uygulamasi ile belirlenmesi

4.3.2. Antioksidan sistem iiyesi olan Tiyoredoksin sistem markir genlerinin (TrX,

TrxR) kantitatif gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

Antioksidan sistem yolaginda 6nemli role sahip Tiyoredoksin sistem genlerinin fare
karaciger dokusunda Trx ve bobrek dokusunda Trx, TrxR mRNA ekspresyon seviyeleri

kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman muamele grubunda (p<0,05) degisim tespit
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edilmemistir. Karaciger dokusunda TrxR geninde ise kontrol grubuyla kiyaslandig

zaman muamele grubunda (p<0,01) azalis tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusundaki Trx, TrxR ve Txnip
genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinin Real Time PCR uygulamasi ile belirlenmesi, B)
Kontrol ve muamele grubu fare bobrek dokusundaki Trx, TrxR ve Txnip genlerinin mRNA
ekspresyon seviyelerinin Real Time PCR uygulamasi ile belirlenmesi

4.4. Antioksidan Bagintih Bazi Metabolitlerin Ol¢iim Sonuclar:

Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda yiikseltgenmis glutatyon (GSSG),
indirgenmis glutatyon (GSH) ve indirgenmis glutatyon yiikseltgenmis glutatyon orani
(GSH/GSSG) seviyeleri olgtimleri yapilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman
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muamele grubunda, GSH miktarinda (p<0,01) azalis, GSH/GSSG miktarinda (p<0,05)
azalig tespit edilmistir, GSSG miktarinda ise (p<0,05) degisim tespit edilememistir.
Bobrek dokusunda kontrol grubuyla kiyaslandigi zaman muamele grubunda, GSH, GSS
ve GSH/GSSG miktarinda (p<0,05) artis tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda GSH, GSSG ve GSH/GSSG
metabolit seviyelerinin belirlenmesi, B) Kontrol ve muamele grubu fare bobrek dokusunda
GSH, GSSG ve GSH/GSSG metabolit seviyelerinin belirlenmesi
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4.5. Spesifik Enzim Aktivitesi Sonuglar: ve Analizleri

4.5.1. Glutatyon rediiktaz (GR) spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz spesifik enzim aktivitesi muamele grubu farelerde kontrol grubuyla
kiyasla karaciger dokusunda (p<0,05) artis gozlemlenmis, bobrek dokusunda (p<0,05)
degisim tespit edilememistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. A) Kontrol ve demir yiiklemesi yapilmis muamele grubu fare karaciger dokusunda
GR spesifik enzim aktivitesi belirlenmesi, B) Kontrol ve demir yiiklemesi yapilmis muamele
grubu fare bobrek dokusunda GR spesifik enzim aktivitesi belirlenmesi

4.5.2. Glutatyon peroksidaz (GPx) spesifik enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz spesifik enzim aktivitesi muamele grubu farelerde kontrol
grubuyla kiyasla karaciger dokusunda (p<0,01) artis gézlemlenmis, bobrek dokusunda
(p<0,05) degisim tespit edilmemistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda GPx spesifik enzim aktivitesi
belirlenmesi, B) Kontrol ve muamele grubu fare bobrek dokusunda GPx spesifik enzim
aktivitesi belirlenmesi

4.5.3. Tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) spesifik enzim aktivitesi sonuglari

Tiyoredoksin rediiktaz spesifik enzim aktivitesi muamele grubu farelerde kontrol
grubuyla kiyasla karaciger dokusunda (p<0,01) artis, bobrek dokusunda (p<0,05) artis
tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda TRXR spesifik enzim
aktivitesi belirlenmesi, B) Kontrol ve muamele grubu fare bobrek dokusunda TRXR spesifik
enzim aktivitesi belirlenmesi
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4.6. Kantitatif Western Blot Analizi Sonuclar:

4.6.1. Tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) proteininin western blot analizi sonuclar:

Tiyoredoksin rediiktaz (TRXR) protein ekspresyon seviyesi karaciger ve bdbrek
dokusunda muamele grubu, kontrol grubu ile kiyasla (p<0,01) artis tespit edilmistir
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda TRXR protein ekspresyon
seviyesinin western blot teknigi ile belirlenmesi, B) Kontrol ve muamele grubu fare bobrek
dokusunda TRXR protein ekspresyon seviyesinin western blot teknigi ile belirlenmesi
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4.6.2. Tiyoredoksin iliskili protein (TXNIP) western blot analizi sonuglari

Tiyoredoksin iliskili protein (TXNIP) ekspresyon seviyesi fare karaciger dokusunda
muamele grubu, kontrol grubu ile kiyasla (p<0,01) artis, bobrek doksunda kontrol grubu
ile kiyasla (p<0,01) azalis tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. A) Kontrol ve muamele grubu fare karaciger dokusunda TXNIP protein ekspresyon
seviyesinin western blot teknigi ile belirlenmesi, B) Kontrol ve muamele grubu fare bobrek
dokusunda TXNIP protein ekspresyon seviyesinin western blot teknigi ile belirlenmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Hiicrelerde ¢esitli endojen ve ekzojen kaynakli olmak iizere serbest radikal tiirleri
(ROS) olusumu meydana gelmektedir. ROS’lar hiicrede normal kosullarda belirli
miktarlarda bulunmaktadir ve buda antioksidan sistemin yabanci molekiiller karsi1 aktif
tutulmasini saglamaktadir. Ancak asir1 ROS diretimi antioksidan sistem ve pro-
oksidanlarin arasidaki dengenin bozulup pro-oksidanlarin ¢ogalamasina sebep
olmaktadir. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum neredeyse biitiin hastaliklarin
temel sebebidir. ROS’larin hiicrelerdeki DNA, RNA, protein ve lipitler gibi
makromolekiillerin  yapilarint  bozarak organizmada inflamasyona, asir1 hiicre
boliinmesine, yaslanmalara, noredejeneratif hasarlara neden oldugu bilinmektedir.
Ancak organizmadaki temel antioksidanlardan olan Tiyoredoksin sistem ve Glutatyon
sistem, hiicresel ROS temizleyicileri olarak adlandirilmakta ve molekiiller ile tihol-
distilfiit etkilesimine girek oksidasyon silirecinde makromolekiillerin hasara ugramasini

onlemektedirler (Koharyova and Kolarova 2008; Budak et al. 2014a).

Demir hiicrede pro-oksidanlarin olusmasinda ve antioksidan sistemin dengede
tutulmasinda rol oynayan Onemli bir elementir. Ancak demir miktar1 asir1 artig
gosterdigi zaman pro-oksidanlar artmakta ve hiicresel makromolekiillere zarar
vermektedir (Meneghini 1997). Bu sebeple demir metabolizmasi organizmada hassas
bir sekilde kontrol edilmektedir ve ana diizenlenmesi karacigerde eksprese olan hepsidin
(Hamp) hormonu ile saglanmaktadir. Demirin hiicrede depo edilmesi ve ihtiyaca gore
kana verilmesi ise ferritin (Fth) ve ferroportin (Fpn) molekiiller ile

gerceklestirilmektedir (Pantopoulos et al. 2012).

Bu c¢alismada demir yiliklemesi modelini olusturmak icin BALB/c 1rki erkek fare
kullanild1. Farelerden alinan karaciger ve bobrek dokularinda demir yiiklemesi
modelinin olusup olusmadigi kantitaf ve molekiiler olarak belirlendi. Kantitatif olarak
demir igeriginin belirlenmesinde spektroskopik yontem kullanildi. Elde edilen sonuglar
demir igeriginin muamele grubunda kontrol grubuna kiyasla her iki dokuda da artis

gosterdigi belirlendi. Ayrica demir homeostazisinde markir oldugu bilinen ve demir



96

diizeyi ile dogru orantili olarak ekspresyonu artan Hamp geninin kantitatif ekspresyon
seviyesi karacigerde incelendi ve kontrol grubuna kiyasla 6nemli bir artis tespit edildi.
Hamp geni sadece karaciger dokusunda eksprese oldugu igin bobrekte kantitatif

ekspresyon analizi yapilmadi.

Yapilan ¢aligmalarda demir yiliklemesinin hepsidin ekspresyon seviyesi artirarak hiicre
dist demir dongiisiinii normal diizeyde devam etmesine katki saglamaktadir. Demir
eksikliginde ise hepsidin ekspresyonunun azaldigi, ferroportin yoluyla plazmaya daha
fazla demir ¢ikis1 saglandigi ve dolasimda demir miktarinin arttii tespit edilmistir

(Nemeth and Ganz 2006; Budak et al. 2014a).

Bizim c¢alismamizda sistemik demir yiliklemesi yaptigimiz fare karaciger dokusunda
ferroportin ekspresyon miktarindaki artig literatiir ile benzerlik gostermektedir ancak

bobrek dokusunda ferroportin miktarinda degisim tespit edilememistir.

Baska bir ¢aligmada artan hemoglobin ve artan eritrositlerin serum ferritin diizeyinde
artis meydana getirdigi tespit edilmistir. Anemi hastalarinda ise normal veya artan
ferritin - miktar1 diisiik hemoglobin ile iliskilendirilmistir. Ayrica karaciger
yaglanmasinda insiilin direnci ve hepatik demir birikimi meydana gelmekte ve
neticesinde ferritin ekspresyonunda artis goriillmektedir (Fiorelli 2007). Bu bilgiler
dogrultusunda ¢aligmamizda karaciger dokusunda muamele grubunda kontrol grubu ile
kiyasla tespit edilen ferritin geninin kantitatif ekspresyon seviyesindeki artis literatiir ile
uyum gosterirken bobrek dokusunda muamele grubunda kontrol grubu ile kiyasla

ferritin geninin kantitatif ekspresyon seviyesinde azalis belirlenmistir.

ROS seviyesindeki artis ya da antioksidan sistem yetersizligi sinyal iletim yolaklari,
apoptozis ve hiicresel bilesenlere zarar vererek oksidatif stresi meydana getirir
(Dagdelen 2015). Circu et al. (2012) post-oksidanlara maruz kalma sonucu, GSH/GSSG
redoks durumunda iyilesme olan hiicrelerin apoptozisten kacamadigini belirtmistir.
Hiicre membraninda apoptotik sinyal olusumu ile GSH disar1 sizintis1 arasindaki

baglanti tam olarak anlagilamamistir. GSH sizintisinin ROS {iretimi ile iligkisi



97

bilinmekte ve cogu caligmada ROS kaynakli oksidatif hasarin apoptotik sinyal
aktivasyonu ile baglantili oldugu da kanitlanmistir (Circu and Aw 2012). Literatiirde
belirtilen bir¢ok ¢alismada toplam glutatyon indirgenmis glutatyon (GSH) ve
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ve GSH/GSSG miktarlarindaki artis veya azaliglarin
oksidatif stres olusturdugu gosterilmistir (Giilgin et al. 2009; Reiter et al. 2009; Budak
et al. 2014a)

Bu tez ¢alismasinda karaciger dokusunda azalan GSH miktar1 ve degismeyen GSSG
miktar1 ve azalan GSH/GSSG miktar1 yapilan demir yiiklemesinin dokuda oksidatif
stres meydana getirdigini gostermektedir. Bobrek dokusunda artan GSH, GSSG ve
GSH/GSSG miktar1 ise oksidatif stresin olustugunun kaniti niteligindedir.

Pentoz fosfat yolunun amaci NADPH iretmektir. NADPH’in amact ROS’larin
glutatyon ve tiyoredoksin sistem araciligi ile azaltilmasini saglamaktir. Glutatyon
rediiktaz (NADPH: GSSG oksidorediiktaz) enziminin en 6nemli hedefi indirgenmis
glutatyon (GSH)/ yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) oranimni korumaktir. Bu oran
eritrositlerde yaklasik 500/1 oranindadir ve bu oran diistligli zaman eritrositler hemolize
ugramaktadir (TEMEL et al.). Bu tez ¢alismasinda karaciger dokusunda GR spesifik
enzim aktivitesi seviyesi spektroskopik olarak incelenmis ve muamele grubunda kontrol
grubuyla kiyaslandigi zaman 6nemli derecede artis belirlenmistir. Bobrek dokusunda ise

muamele grubunda kontrol grubuyla kiyasla bir degisim gézlenememistir.

H,0,
2GSH
NADP*
Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon Rediiktaz
+
Y GSSG NADPH + H

H,O0
Pentoz Fosfat Yolu

Sekil 5.1. Glutatyon metabolizmasinda gorevli enzimler ve metabolitler (Dagdelen
2015)
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Glutatyon peroksidaz (GPx), hiicreleri hidrojen peroksitten (H202) kaynaklanan
oksidatif hasara karsi korumaktadir. GPx, elektron kaynagi olarak GSH’kullanarak
H202’yi ve diger radikalleri metabolize etmektedir (Karabulut and Giilay 2016).
Dagdelen (2015) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda lipopolisakkarit (LPS) ile muamele
edilen farelerde inflamasyonun oksidatif stresin iizerindeki etkisi arastirilmis ve GPx
spesifik enzim aktivitesi miktarinda onemli derecede artis tespit edilmistir. Bu tez
caligmasinda karaciger dokusunda muamele grubunda kontrol grubuyla kiyasla GPx
spesifik enzim aktivitesi miktarinda O6nemli derecede artis belirlenmistir. Bobrek

dokusunda ise herhangi bir degisim belirlenememistir.

Kang (2008) Saccharomyces cerevisiae hiicrelerine intraseliiler demir transferi yaparak
iki boyutlu jel elektroforezi ve kiitle spektrometre teknigi ile tiyoredoksin rediiktazin
(TRXR) demir baglama o6zelligi ile sitozolik demiri baglayarak iletimini sagladigini
saptamistir (Kang et al. 2008). Ayrica TRXR oksidatif stres durumunda TRX miktarini
korumak ve artirmak i¢in NADPH’1 kullanarak TRX’i aktive etmektedir. (Messner et
al. 2012). Bu tez c¢alismasinda yapilan spektroskopik incelemelerde ise TRXR spesifik
enzim aktivitesi miktarinda karaciger ve bobrek dokusunda 6nemli derecede artis tespit
edilmistir. Tiyoredoksin sisteminin inhibisyonu antioksidan sistem molekiillerin,
baskilamakta ve ROS miktarinda artisa sebep olmaktadir (Gitler et al. 2002). Bu
sonuglari desteklemek amaciyla yapilan western blot analizinde ise karaciger dokusunda
TRXR ve TXNIP’n kantitatif protein ekspresyon analizinde muamele grubunda kontrol
grubu ile kiyasla onemli derecede artis tespit edilmistir. Bobrek dokusunda ise TRXR
kantitatif protein ekspresyon seviyesinde oOnemli derecede artis, TXNIP kantitatif
protein ekspresyon seviyesinde ise 6nemli derecede azalis tespit edilmistir. Elde edilen
veriler degerlendirildiginde meydana gelen oksidatif stresin hiicreye verdigi hasara
engel olmak igin artan tiyoredoksin sistem aktivitesi organizmanin bir savunma

gelistirdigini géstermistir.

Oksidatif sistemin canliya etkisini arastiran bir grup arastirmaci, hipertansiyonlu
sicanlarda bobrek ve kalp dokularinda Trx kantitatif gen ekspresyon seviyelerini

incelemis ve normal sicanlara kiyasla hipertansiyonlu sigcanlarin Trx kantitatif gen
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ekspresyon seviyelerinde yaklasik olarak iki kat artig tespit etmislerdir (Tanito et al.
2004). Schulze (2004) tarafindan yapilan ¢alismada ise oksidatif stres durumunda
Txnip’in kantitatif gen ekspresyonunun artisi sonucu Trx aktivasyonunu baskiladigi ve
oksidatif stresi artirdigi kanmitlanmustir (Schulze et al. 2004). Son yillarda yapilan
calismalar cesitli kanser tiplerinde agresif tiimorlerde es zamanli olarak Trx ve TrxR
kantitatif gen ekspresyonunda artigi tespit edilmistir (Lincoln et al. 2003). Ancak
yapilan tez ¢alismasinda bu bulgularin aksine bobrek dokusunda tiyoredoksin sistem
genleri olan Trx, TrxR kantitatif gen ekspresyon seviyeleri Real Time PCR ile
incelenmis ve 6nemli bir degisim tespit edilmemistir. Karaciger dokusunda ise TrxR
kantitatif gen ekspresyon seviyesinde onemli derecede azalma, Trx kantitatif gen
ekspresyon seviyelerinde ise Onemli bir degisim belirlenmemistir. Elde edilen bu
sonuglar farelere yapilan demir yiiklemesinin tiyoredoksin sistemin, gen ekspresyon
seviyesinde degisime sebep olmayip post-translasyonel modifikasyonlar ile
diizenlendigi fikrini olusturmustur. Holmes (2005) tarafindan yapilan calismada
hiicrelerdeki demirin, demir homeostazisinde gorevli gesitli protein ve bazi antioksidan
sistem protein miktarini transkripsiyonel ve translasyonel olarak etkiledigi tespit
edilmistir (Holmes et al. 2005). Altun (2018) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda demir
yiiklemesi durumunda fare kalp dokusunda tiyoredoksin sistem genleri olan Trx, TrxR
kantitatif ekspresyon seviyesinde onemli bir degisim tespit edilmemistir (Altun 2018).
Bu bilgiler 1s1ginda hiicredeki demir igeriginin tiyoredoksin sistemi gen seviyesinde
etkilemedigi ancak hiicredeki TRX, TRXR miktarini translasyonel seviyede etkiledigi

distintiilmiistiir.

Sonug¢ olarak;

I. Farelere yapilan sistemik demir yiiklemesi modelinin olusturuldugu karaciger ve
bobrek dokusunda spektroskopik ydntem kullanilarak gosterildi. 1ki dokuda da artan
total demir miktar1 hiicrede biriken fazla demirin toksik seviyede oldugunun
gostergesidir.

Il. Demir yiiklemesi durumunda karaciger dokusunda demir homeostazisinde gorevli

Hamp, Fth ve Fpn genlerinin Kkantitatif ekspresyon seviyesinde tespit edilen artis bu
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dokuda demir igeriginin asir1 miktarlara ulastiginin gostergesidir. Bobrek dokusunda ise
Fth geni kantitatif ekspresyon seviyesinde azalma, Fpn geni Kkantitatif ekspresyon
seviyesinde ise degisim goriilmemesi bobrek hiicrelerine alinan fazla demirin depo
edilmedigi ve dokudan uzaklastirilmak istendiginin gostergesidir.

I11. Demir yiiklemesi sonucu ROS artis1 oksidtatif stres belirteci olan GSH, GSSG ve
GSH/GSSG seviyelerinde karaciger ve bobrek dokularinda énemli derecede degisim
gosterdi.

IV. Demir yiiklemesi yapilmis karaciger dokusunda GPx ve GR spesifik enzim
aktivitesi miktarinda 6nemli derecede artis tespit edildi. Bu sonug karaciger dokusunda
demir yiiklemesinin olusturdugu ROS miktarinin asir1 boyutlarda oldugu ve antioksidan
sistemin aktivitesinin arttigini1 géstermektedir. Bobrek dokusunda GPx ve GR spesifik
enzim aktivitesi miktarinda degisim goriilmedi. Elde edilen bu sonug¢ ise bobrek
dokusunda glutatyon sistemin GR ve GPx iizerinden devreye girmedigini gostermistir.
V. Tiyoredoksin sistem genleri Trx, TrxR Kantitatif ekspresyon seviyelerinde
karacigerde Trx ekpsresyonunda degisim goézlenmemis ancak TrxR ekspresyonunda
azalis tespit edilmistir. Bu sonu¢ dokuda ROS artisi sonucu TrxR ekspresyonun
baskiladig1 disiinilmiistiir. Bobrek dokusunda ise Trx, TrxR kantitatif ekspresyon
seviyelerinde bir degisim goriilmemistir.

VI. Demir yiiklemesi sonucu karaciger ve bobrek dokusunda TRXR spesifik enzim
aktivitesi miktarinda énemli derece artis tespit edilmistir ki bu sonuglar iki dokuda da
antioksidan sistemin tiyoredoksin sistem {izerinden savunma gelistirdigini kanitlamistir.
VII. Tiyoredoksin sistem proteinleri arasi iliskinin anlagilmasi i¢in yapilan western blot
analizi sonucu karaciger dokusunda TRXR ve TXNIP kantitatif protein ekspresyon
seviyesinde onemli derecede artis tespit edildi. Elde edilen bu veriler dokuda TXNIP
protein ekpresyonundaki artisin TRX 1 baskilayarak ROS artisina neden oldugu ve ayni
zamanda TRXR protein ekpresyonundaki artis da TXNIP ve TRXR arasinda TRX
aktivasyonu veya inhibisyonu i¢in rekabetli bir durum oldugunu gdstermistir. Farklt bir
yaklagim olarak demirin de bu proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlarinda
degisimler meydana getirebilecegini gostermistir. Bobrek dokusunda ise TRXR
kantitatif protein ekspresyon seviyesinde 6nemli derecede artis TXNIP kantitatif protein
ekspresyon seviyesinde Onemli derecede azalis tespit edildi. Bu sonug ise bobrek

dokusunda TRXR ve TRX kompleksi sonucu TRX aktivasyonu ve buna bagli olarak
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TXNIP inhibisyonu meydana geldigini ve dokuda antioksidan savunma sisteminin
tiyoredoksin sistem iizerinden beklenen sekilde ilerledigi ve TRX aktivasyonu ile

ROS’larin nétralize edildigi goriilmiustiir.
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